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第 1章序論
我が阿では伝統的に酒、味日目、将油、納口士写の免醇食品の製造が盛んであり、長L、[l¥J[1
?;3的に収取してきた。これらの発酔食品は微牛物のか存が知られる前から先人たちの知}J.(
により貯蔵 ・加 にー技術として開発 ・伝ポされてきたものであり、我が国だけでなく ILt:W11
で、チーズやヨーグル トのような乳酸発併食14日lや両手lサを使ったエタノール発酵食品等様々
な組郊の発酵食昂が作られている。アジアを1心とする漁業ItIでは魚介類を用いた多純知
の水産発酵食品が開発され、重安な貯蔵 ・加 L技術として定石してきた。
魚介類は品質の劣化が速いため、保存には恥純、，;記煉匂の処置をして劣化要因であるn
己消化併点や微生物の作用を抑制する必支がある。 .}j、円己消化酵素や微生物を有効に
利用して製造されるのが水産発酵食品である。水庁発静食品は製造法により頃純型、iJ1け
物型、カピ付け型発酵食品の 3 つに大別される(藤井 1992)。出厳司~~酵食品は原料魚を
塩厳し熟成させるもので、魚醤油、くさや、出乎が11生1する。熟成中に原料魚は向己消化
酵点および微生物により分解され独特の風味とうま味を叫する。泊け物型発酵食品はJfrt料
魚を殺頬等と一緒に発酵させるもので鮒ずしや糊付けが有名である。 t信蔵型食品に比べて
食出濃度が低く、乳酸発酵によるものが多いのが特徴である。カピ付けF開発醇食品として
は鰐節が代表的であり、乾燥した魚肉を原料としカピを利ilJしている点で他の水産売府食
品と異なっている。製造過程でのカピの役削は丹気成分の付加と脂質の分解であると考え
られている。
水産発酵食品の製造においてはチーズやヨーグル トの製造のようにスターターと呼ば
れる“桔"は意図的には使用されず、原料や製造に使われる柿や栂に付持している微生物
を利用し、製品の品質は製造者の技術にねうところが大きいといえる。その背景としては
水産発酵食品の製造には原料の自己消化問点の役割が大きく、また、微生物の役割が完全
に解明されていないことが挙げられる。特に1政型発IH食品に存夜する微生物の中には通
常の明地では発育が不良または凪難であるため分離、 t官接に E火と時間がかかり生物伯報
に乏しいものが多い(藤井 1992)。実際、くさや汁の研究においては顕微鏡観察で計数
される菌数と指養法による細菌数に大きな差があり、分雌できた細菌も特殊な環境および
栄益虫求性を持つことが報告されている (FUjlct aJ. l!)!)O.藤井 1992)。そのため、水序
発酵食品の品質の安定性を確保するためにも食品中に存在する微生物相およびその役割に
ついてより詳細な検討が必要である。そこで、府提閑難または不口I能な微生物集団の解析
に効架を発揮している分子生物学的手法を用いてノ比政免併食品中の微生物相を解析し優市
柏の特定およひ'特異微生物の挙動を追跡することは忠義深いと与えられた。
近年、生物種の同定および系統関係をより JF路2に把#rする円的でリボゾーマル RN八造
伝Fやミトコンドリア DNAのDループ領域遺伝Fのlid)Jb配列を決定し、それらの情械を
統d的に処理し系統関係を推定する研究が峰んにtIわれた (1loriand Osawa 1987. 
-・ー
Wocse et aJ. 1985. ] 987. Lake et a1. 1988‘行部 !!)91P('cr lYt a1.199:3. Olan 1994)。退伝
子配列による系統関係の解析は遺伝子配列内の抱込町換数にJ.l，づき行われる。生物におい
て迫伝子の怯製は常に変異を伴い、遺伝子の交雄による大脱隙な変異が起こらなければ変
異が徐々に品積されるため、塩基の罰挽数が多L、ほと僻析にmいた配列の分峨がt片いと与
えられている。しかし、比較に用いる迫伝子や生物純によりその進{じ速度は大きく到なる
ので、進化距離と分岐時期についての関係は遺伝Fあるいは生物純により異なっている。
そのため系統分類に使用される遺伝子は比岐する全生物が所有し、さらに、正確な系統|均
係の1f~定に必要とされる 1，000 以上の指).1;数で梢J.)tされていることが望ましい(木村
198"， 1艮)t1990)。これらの点を満たす遺伝・子として rR.Ni¥や良怯生物ではミトコンドリ
アDNi¥のDルーフ領域が注目され、系統学的研究にル川された。細曲ーの系統学的制究に
おいてはイリノイ大学の Wocseet al.(198ηが 16SrR.Ni¥の出品配列を月jい、細l請界の系
統樹を作成した。 Wocseet aJ.の系統制 (19B7)はこれまでの去現形質に基づく分頬法では
解決し~~jなかった細菌ー種間の類絃関係が明保・にみJ克され、分子生物学的手法の有効性をぷ
した。 Wocscらが使用した rRNAとはリボゾームを制成する RNi¥の一部である。リボゾ
ームは細胞においてタンパク質合成の場であり、大小2つのサプユニットで構成され、サ
プユニットはタンパク質と RNAの複合体で形成されている。細的の場合、通常リボゾー
ムの沈降定数は 70Sで2つのサブユニットの沈降定数は大サプユニットで 50S、小サプユ
ニットで:30Sであることが知られ、大サプユニットは 23SrRNA (約 2，900塩基対)、 5S
rRNA (約 120塩基対)と 34種のリボゾームタンパク釘から成り、小サプユニットは lGS
rRNA (約 ]500権基対)と 21穫のリボゾームタンパク質で梢成されている。リポ、ノームに
合まれる RNAは一本鎖であり按合体形成時に」次梢沿をとり、形態は真抜生物のものと
類似しており、全生物において基本構造が保存されていることが明らかにされている
(Wat問 net a1. 1988)。そのため、系統学的研究においては出品長が約 J，5∞bpと長く、非
常に保存件の高い領域から変異が蓄積されている領域まで点在するという理由で lGS
rRNAの塩基配列が用いられている(平石]99:'， 199η。Woeseらの研究以降、 ]6SrRNA 
迫伝子を刈いた系統解析が普及し、保々な細i請の配列がデーターベースに諮積された
(p('('r et al. ] 993)。これらの情報は細雨の分知学の分野でも応用されるに歪り、
PoJymcras(' Chain Reaction (PCR)法例ullsand F}t)oona ) 987)の普及と合わせて従よ
のぷ現形質では分類出来なかった種や培長凶難な細前併の集団解析等に効果を発揮した。
特に 1990年にぐ;iovannoniet a1. (1990)はSar抑制0梅の治水を直接 PCRに付し何られた
PCR反応物の塩基配列を解析したところ未知lの bactcf10plankIODが点在していることを
示し、市長を必要としない新しい方法としてはUを集めた。以後、海底堆積物から当時の
I也炉jに存在していた細菌群を解析した6Jf究ゃ培諸外l雌な魚病的を特定した例等、微Ij二物作:
態学の分野で急速に発展した(Wardet al. 1 D90， Moyer ot a1. 1991)， BOlvin-Jぬnset a1. 
1996， Loy ct a1. 1996)。
~6J1究においては水産発酵食品における微ザ物機能の解明の -昂として、水産発酔食品
主
から分離された新規細菌群の解析に上述の新しい分頬手法の適mを試みた。イカの肝臓を
原料とした飛鳥魚醤油に存在する好塩性乳般向の分子分煩を行い本ぷ料中の細函相をlif1ら
かにし、また、以前より優占微生物騒の特定がl叫難であり、新規な微生物が数多く分離さ
れているくさや汁の細菌相およびくさやFD米の新刷らせん的併について分子生物学的検川
を行った。
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第2章 飛島魚醤油中の特異微生物に関する研究
山形県飛鳥の飛鳥魚鰐油はイカの肝臓を原料とした魚開10の一種であり、イカの肝臓を
ー午間塩出けし製造される。この製品は通常イカやサザエの出半のタレとして使われ、品
味料としての用途は少ないと言われている(，j会jト19D2)。飛鳥Jl鰐rlnは一般的なr.u符1IUと
rl~]掠に向濃度の食I誌を含み、乳酸が界fli検1 \され、そこにか花する微生物は耐l拐性の球的
が1:裂であると報告されている(満井 1995)0f!.¥溜油の研究はしょっつるや点出アジア作
の的情~IIJを中心に数多く行われてきたが (1to et a1. 1D85， ri奈川 199之)、飛鳥魚開油につい
ての知見はわずかである。近年、汗雌 (1989)はj品平製造に加熱した魚醤油を用いたjjが，)1
加熱の場合よりも腐敗しやすく、その原閃として仏耐性を有する乳般歯が存仕する・1iを純
白-し、魚醤油の保存性に微生物が関与している司能性を/)，唆した。 一方、飛島魚潤idlにお
いてしばしばヒスタミンの蓄積が観察され(佐品 199!i)、好塩性ヒスタミン喰成闘の存(t:
が原凶とされている。飛島魚醤油の細的相については Streptococcussp.が慢出格でその他
にBacillussp.が存在する事が報告されているが(ドuJi.et a1. 1990)、単純型の水序允醇企
品において通常は優占菌として Pediococcussp.が、ヒスタミン生成函としては
Pcdiococcus halophilus、Staph.rlococcussp.写が分脱されるため(八北・越後 199]，(}LJjdt 
1995)、本魚醤ilhの細菌相が特異であると考えられた。しかし、水産発酵食品から分離され
る乳酸i通は尚い耐塩性と形態から StreptocOCC/lS sp.または Pcdi・ococcusSp.と同定される
が、乳酸伝jの分類は各種表現)l~質、特に形態的特徴がlI!控視されることや、近縁と出われ
る曲縄問においては表現形質が類似していることから正佐な分知については熟述を要する
分野である(小崎ら ]992)。従って、これらの細iみについて分類学的に詳細に検討された
例は少なく、ヒスタミン生成能が種に依存するのか転移性の凶 fにより種を越えて作在す
るのか明らかではない。
そこで本研究では、飛鳥魚醤油の化学成分、制的相および」料中の細菌相に影響を及ぼ
すと考えられる抗菌物質の特徴を検討し発併様式ならびに!期述微生物を明らかにするとと
もに、魚醤油から頻繁に分離される好出性ヒスタミン生成乳酸的のヒスタミン生成機構の
解明の・環としてヒスチジン脱炭酸併素追伝子の存立の有無および存在形態の検討とそれ
ら的昨の分類学的検討を分チ生物学的手法をJl]いてむった。
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第 1節 飛島魚醤油の{じ学成分、細菌相および抗菌物質の分析
日本産魚醤油の研究の多くは秋田県で製造されるしょっつるについてであり、化学成分
や細菌相について明らかにされている (110ct /1/. 1885.馳)1J992)。しょっつるの特徴と
して向い食塩濃度 (20~25%) と乳酸の抗杭が挙げられ、優，'j細菌種として乳般的群、
Micrococcus sp.、Baci11ussp.等が分離されてきた。 1J 杉以成品で製造されているイカ魚部
?JIは原料にイカの肝臓を使用する点等で通常の!.(lt時計!と見なりその化学成分や細菌-相に興
味が持たれるところであるが、本魚醤iJOに関する知μは少なし」また、飛鳥魚醤油の保存
性について食庖以外に微生物由来の抗的物質が|瑚tiしているとの報告 (Puji et a1. l!)DO) 
もありノド魚醤油の製造に微生物の役割が大きいことがHf.努ざされる。そこで、本節では飛J3
魚醤油の化学成分および細菌相を分析するとともに魚鐸油rjlの抗陥物質の性状についても
検却を行った。
実験方法
l;試料1
J995年 11月に採取した飛島魚醤油(村井向山)をrJ.:料とした。
l成分分析l
水i特性エキスの抽出は Ml:It.sumoto:md Yamanakaのλi法 (1990)により調製した。nA
料501に等昆の 6%過塩素酸溶液を加え除タンパクを行い、辿心分離にて液屈を回収した。
何られた溶液を水酸化カリ ウムにて中和した後、辿心分離にて過出来般カリウムを除去し、
25mlにメスアップし HPLC試料被とした。有機般(品作製作所有機酸分析セット)、ポリ
アミン(山中 ・松本 1989)、アミノ厳(品作製作所アミノ椴分析セッ ト)の分析は fTPLC
にて行った。揮発性境基窒素 (VBN)は食品衛生検汽指針の方法(1991)、トリメチルア
ミン(J'MA)は、福本・岡市の方法(195ηでConwayの微な拡散ユニット (1950)を用いて
測定した。pHは試料原液をpHメータ-(lIoriba、M・8)にて測定した。食塩濃度はVolhard
法(永原ら 1977)により測定した。
['主的数測定l
一般生前数測定培地として各純食塙浪j支 (2.5、 1 0 、 20%)含有 ßPG 平板用地 ~)I:
lD78)を用いた。また、乳酸菌の計数には符柿食.tli濃度 (2.5、10、三0%)含有 CYr平板府
地(小崎ら 199~)を用いた。Gyr 培地はアネロパック(:設ガス化学)にて嫌気培養した。
J主的数はUA料を塗沫後 25.Cで 2.5%食収合イjJ1'地においては l.ilJ刷、その他は2週間情益
を行い生じた集落数を計数し、希釈本を乗じて>1n:とした。
|制的相の険討]
生前数測定で用いた平仮培地から無作為に :20集落を釣l通し、常法(東京大学医科γ研
5 
'先Ifr"'(.1，正会 1!)制)にて純粋分離した。得られた純情誕l冶は乳般的と推定されるものは乳般
的実験マニュアル(小崎ら 198:2)に準じて、その他は OkUZUlll1C't 11.(lD8l)の方法で民レ
ベルの簡易roJ定を行った。また、ヒスタミン'I:hx能のイj1!{はSaI 0 C't 11.(199!))の}jrLで判
定した。
|ディスク法による魚醤油の抗的問I~'Ï:1 
月V:~f.~偶i111原液を試料とし、抗生物質検定法(食11品:j!r '1:検向指針 1~91)に従いディスク
iょにより抗的活性を測定した。被試験l手lとして Eschcrichulcoh・八TCCII77G、
StaphyJococcllS aurous JFO :3761、BaciJJus51/)lj万sl八MHは()、 Viln・']0pflr，刀ha('mo~l.ticus
Vp-I、SaJmoncJJatyphimurium 11'0 1:訟判、 TC'trflgenococclIshaJophillls IAM lG7()T、
Listcrill l110110c_vtogenes都衛研 1おおよびt1bをJlJ~、た。抗|半Î IlÅ験は TS八(BHL)JnJ也にて
対数Jt1Jの被d験l清を用いて行った。また、ディスク ~ldこて ~llJI'. I'Jが制禦された被試験的に
ついては加熱(lOO"C 、 10 分間)およひ'非加熱の1.(\椅 ~Ih に 1 1'. t~ fi(J的し、その生妓性について
検，~.t した。なお、試料中に大量に合まれる食品aおよび pll の影響を与砲して、ぷ料は:!..，_
4(日に吊釈してmいた。試料のf.¥梶ilhは制的に先立ちフィルターで溜過滅的を行い、 !I二践
的数は制的後続l時的にTSJ¥借地に噌it しυl'測した。なお、nÄ~i ，， 1の乳般の影腎を険dする
ためS.aureusにおいては試料とlnJ濃度の乳酸を合む終街地を川いて川様の実験を行った。
1-t/IUJ活性物質の分子単調IJ定]
[.(¥趨?lIJlI'の抗的物質の分子置をほえとするためにみ物自の部分航製を試みた。成品的調irl
をO，OIMのリン酸緩衝液 ωH7.0)に対して透析 (MW>:3.500、フナコシ)し、脱取した。脱
出した，J.:料を凍結乾燥にて濃縮し、ゲル鴻過 (Scphadc、xG・50.PbarmHcia)にイ、jし、 O.IらM
NHCI-()，Ol M リン般緩衝液(p1I7，0)で治/1¥させた。 T.r.nのあるIlj分を集め、透析およびi点
配1乾燥にて濃縮し、ゲル鴻過llPLC(rSK伸、1(;-:moo 7Jimm 1.1). x :30crn. Tosoh)にて分子
日の推定を行った。溶出液は 0.15MNnCl・O.OIMリン般級街地(p117.0)をmい、流速は O.ら
rnl/rninで治H1を行った。また、分子51測定川4京市タンハクf1(Rovinf、附rurn泊luurnine.
H.Nah(' A. Cylochrome C. Aprol inin. Sigrml)をJ1いて検i，;線を作成し、分 f泣を測定した。
さらに、完全粘製を行うために陰イオン交換(カラム:TSK貯 1lH-:AE-5PW 7.!)mm 1.1). 
x 7 f)('m. To時 h)および逆相 IIPLC (カラム:TSK問、1ODS-J20T t1.Gmm I.D. x三乃cm
'I'osoh)についても検討を行った。活性の測定はディスク法にて、被nA験的として BacJlus
suhtilis 1八M1026を用いて行った。
結!..R
|イじ乍}Jx分分析|
{じ学成分の分析結果を Tl1hl0;2・1・]，こぶした。総イf機椴jaiは乙.1おomg/lOOmlと広I1険
/1¥され、乳酸が大下を占め、他のイi機般としてはビログルタミン般かお Ft検出された。
VBN (1由は 180mg/lOOm J で、 TMA は ;~.:30mg/lOOml、ボリアミン頬ではテラミン、 フト
レシン、 ヒスタミンが若量検出された。総遊離アミノ僚はは 8.500mgl 100m J検出され、
グルタミン酸、 アラニン、 リジンが主に検出された。食J起浪度は 20.:3%、pH5.6であった。
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l'七I語数測定および細菌相の解析]
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各府平版IR地における生
両数測定の結果をTable2・1・2 ?白bl"， !I!-]・a.Chnrllcl.MlstlCS 01' now Isolates from 
fermcnl('(.1 i'quiu sauce 9ncl T. htllophi1us 
に、分自~r~íの性状と簡易同定
の結果を TabJe2・1-3に示し
た。 2.5および 10%食塩添加
BPG、GYP両培地の生直数は
1.3-1.5 X 105 CFU/mlで分離
された細菌は全て内連球状、
20%食品論耐性、 し乳酸を生成
カタラーゼ陰性であったし、
た め Tetragenococcus 
haJophilusに該当した。 ヒス
タミン生成菌は検出されなか
った。食tiI濃度 20%添加 GYP
的地においては 1.3 x 104 
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CPU/ml検11され、 BPG培地では 100CFU/ml以下であった。 20%食指添加培地の紺1泊制]
は検討しなかった。
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(JlU;魚醤油の抗歯性l
ディスク法による抗菌活性の検定結宋をTau}('~・ 1 ・4 にぶした。魚醤油成分は S. slIrDUS、
B. subtiliム V.parahaemolyticusおよび Sal.l)'jJhimllrillmに抗的活性を示したが、 Iペ
ρal'ahaemolyticLlSおよびSa1.typhimuriumにおいて生じたハローはやや不透明であった。
L. monocytogenesについては活性がみられなかった。このうち S.aureus，. B. subtiljム
V. parahaemolyticusの3峰の細菌について制I:{.I実験を行った結県を Fig.:2・1・1に示した。
S. aurcus， B.subtJiis においては加熱および~I:加熱試料に時柿することで生残l荊数は速や
かに減少し、 3日日以降生残閣は検出されなかったのに対し、 V.parahaemolyticusにお
いては加熱試料で静菌されなかった。持被試験的の'1・残2十は対照として聞いた緩衝液11で
は変化しなかった。なお、1.5%L-乳駿添加緩街地rjlでの S.aureusの'主的数に変化は1!!tく、
乳酸による静薗作用は観察されなかった。
|抗曲物質の分子t測定l
Table 2・1・4.Inhibit.orγetTccL of fermenlRd squicl 
livl'r sau悌 Hgainsl.food pathogcnic bacLeria 
Organisms lnhibilion 7.000 (mm) 
E.coli ATCC 1]775 
S. {J ureus I F'O 126 
B. subtilis I FO J 11 
V. puru}wemoJytj山 s VP-l 
SaJ.りrphimurium 11"011 
L. monoι:ytogenes 1/2a 
L. monocytogel1PS 4b 
T. hllJOphilus I AM ) 676T 
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15 
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10 
15 
0 
0 
0 
1令官号i由のゲル油過による治出パターン
をドIg.2・1・1に、ゲル鴻過lIPLCにおけ
る溶.'11時1mと分子世の検益線を Fig.:2・ト:{
に小した。ゲル鴻過 IIPLCの結果より魚
沼i!lJ11の抗的物質の分子電は 5.000と凡
杭もられ、部分粘製された本物質は陰イオ
ン交換および逆相 IIPLCにおいて非吸お
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考察
イじ学成分分析および生菌数の結果から本実験でもL!川した魚醤油はこれまでに報告され
た見なるロットおよび製造元の試料の分析結果(潟)~ 1895)と一銭し、正常な試料である
と判断された。佑学成分分析で乳酪が専用，検mされたこと、{愛占微生物として好脂性乳般
的である TetrageJ10COCCUshalophilusが分離されたことから飛鳥魚醤~~Iは乳酸発酵食品で
あると4・えられた。しかし、魚醤油中の乳酸の品積が乳般i通によるものであれば糖類の供
給が必要であるが、本製品も含め魚醤油ではその製造仁程において斡頬を添加することは
ないため、肝臓巾来のグリコーゲンが乳般的のエネルギー源として使われているとも与え
られる。魚醤油中での乳酸菌の挙動を抱促するためにも製造初期から製品に至るまで結類
を中心とした炭水化物の挙動を検討する必要があると与えられた。魚肉を原料とした魚醤
油においてアミン頬が著量蓄積されることが報先されているが(佐藤 1995)、ノド試料にお
いてもテラミン、プトレシン、ヒスタミンが検出された。特にヒスタミンの挙動について
は食品衛生 t弔要であるため醤積機棉および原肉微生物について研究されてきた(佐雌
19~)5 J 八世 ・ 経後 1991 )。佐雌(1995)はしょっつる等の胤笛油では好塩性乳酸菌である
T. halophilusがヒスタ ミン生成菌であることを指摘し、八位 ・足後(1991)は鰯ぬか消け
より分脱した StaphylococcLlSsp.においてもヒスタ ミンを午}J):することを報告している。
本試料で俊市菌であった T.haloρhilus についてヒスタミン生成の有無を検討したが、 I~
hえ的は検出されなかった。飛鳥魚醤油においては油井(J!旧日)が製造工程の初期iにヒスタ ミ
ン生成耐を分離し、それらは簡易同定により Tetragenococcussp.であることを報持してい
9 
るため本試料中にもヒスタミン生成前が存花していたとi(f採されるが、製造工程のrlJ明お
よび製品からは分離されていないため、これら前併の挙動については不明である。
魚錆油の抗菌成分について検討を行ったところ Baci11ussubtilis， S. aureus、v
parahaemo1yticusおよび Sa1. え.vphimuriUfη に対して抗的性を示したが、収
parahaemo1yticusおよひ，Sa1. typhimuriumにおいては阿Ilt円の向俸が広いにもかかわら
ずハローの形成が弱いためBacilJlIsslIhtj・'lisやS.allrellSとは異なる作用機構によると唱
えられた。 Listeriamonocytogenesおよび T.ha10phuusには効果がみられなかった。乳
酸発両手食品においては発商事に関守する乳般的が近松の'i'!i(t:乳般的を殺菌するためにパクテ
リオシンを生成することが報告され (Kla(>nhammのr1!)!)札 N('ILlcs et 81. 1 !)!):l，雌旧
]996)、これらの物質の多くは分子はが数千のペプチドで州および般に安定であることが知
られている。本試料は多量の食混と乳酸を合むため、 Vparahaemo1yticusおよびぬよ
typhimuriumは試料中では増殖しないことが予怨され、本n式料の細菌相に彫曾を守える[ぺ
FはBacillussubtJ1isやS.aureusに抗蘭性を示す物質であると与えられた。実際に、加
熱による熱安定性試験では上記の細菌のうち Baci1111ssuhtilisとS.aureusに対して活性
をポし、 Vparahaemo1yticusに対しては加熱により尖話または搾発する物質であったた
め、細菌相に影響を及ぼす因.fは耐熱性物質であると与えられた。以仁のような知見から
パクテリオシン様物質の存在が与えられたため、ゲル鴻過により抗菌物質の分子況を測定
したところ分子量5，000の抗菌物質が存在することが明らかとなった。また、 F吋iet a1. 
(HWO)は飛鳥魚哲油から分離された乳般悶が Staρ'hy1ococcusaureusに対して強い抗出i
性を11ミすことを報告していることから本試料の抗的物質が細菌により生成されていればバ
クテリオシンであると考えられる。分子IAが数千のパクテリオシンの精製には逆相 IPLC
が有効であると報告されている(K1inataniet a1. ]!)D!))のに対し、本物質は逆相I1PLCに
おいて非吸芯ーであったため精製には宅らず詳細は不明である。また、本試料の原料である
イカの肝臓はリゾチームの掠な抗前物質が含まれていることや、 FUJiiet a1. (1990)が分離
した乳駿隔はStreptococcussp.であり本試料の抗的物質とはBacillussubtiJuに対する抗
雨性が異なることから同ーの物質であるかは妓闘であるため、魚醤油rの抗菌物質が肝臓
rh来である可能性も否定出来ない。これらの疑問を解決するためには完全精製を行い、偶
成分チについて詳細に検討する必要があると与えられた。4>.ぷ料は製造時にスターターを
使別していないにも関わらず細菌相が好取件乳般的単独種でほぼ構成されていること、制
血性グラム脇性蘭の 一部に抗商性を示したこと、f.(t甥11を加熱し、熟成すると腐敗し易く
なるという報告(藤井 1992)等から飛鳥魚網油'11には創的相を制御する因子が存在してい
ると考えられた。
??ー
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第2節 ヒスタミン生成乳酸菌のHDC遺伝子の解析
前節の飛鳥魚鍔i由の化学成分分析の結果および出Jt(J 995)、佐藤 (1995)の報告から製
造中にヒスタミン (Hm)が苫電話積されていることが切らかとなった。ヒスタミンはアレ
ルギ一線食中毒の原因物質と考えられ、 11mを敏行 mg以上限取すると顔面紅潮、凶踊i、
じん麻疹等の症状が現れるとされている(奥杭ら 19!)()。説が凶においては原因食品とし
て亦身魚、水産加工食品があげられ、これらの食17による発中件数は多いと忠われるが、
生命に別状がな〈、症状も軽いため正舵な発生件数は不明である。欧米ではチーズ、ワイ
ン等の良産食品が主原因とされている (Jcuncat a1. I D!)!5)o I m品積機構としては上IGの
食品中に合まれる遊離の Hisが微生物の ][is脱jぷ般肝点 (1J DC)により脱炭酸されるため
であり、 llm生成菌としてはMorganellamorganiiを合む脳内細菌群やLaclobaci1JusH_4 
細I泊等の乳酸菌群であると報告されている。 IOCは、補僻Mにピリドキサール丘リン俄
(刊"P)を要求する PLP依存型酵来と、活性"1心がヒルボイル札であるピルボイル酔ぷ
(日C.t1.1. 1.22)の2群に分けられる(vanPo('ljr and Snell. 1990)0 PLP依存型 llDCはグラ
ム陰性歯の他哨乳類の肝臓等に存在し、ヒルボイル烈 IDCはグラム陽性細菌にのみ(，.{， 
する。ヒルボイル型 HDCはα、βサプユニットで机成されるヘテロ六母体で、翻訳後
本のペプチド鎖がα、βサプユニットに切断され、 αサプユニットにピルボイル品が修飾
され、成熟酵素として機能すると考えられている。水産発酵食品において Hmによる食rfJ
品恒例は報告されていないが、いわレ隙漬けや魚何rlhから答品の 11mが蓄積され、原判微
生物として Staphy1ococcussp. (八並・越後 J!)DJ)や好邸性乳酸菌 Tetragenococcussp.が
挙げられた(佐藤 1995)。ピルボイル恒 HDCの生化学的研究は Lactobaci子')usRpp.、
C10stridium perfringens由来の酵素で詳細に行われ、これらの梢造遺伝子の庖基配列が決
定されている (Huynhand SoeH 1985. Yandersli印 eta1. 1986)。しかし、Tetragenococcus
属細的の HDC についての報告は未だ無く、 I'.":j~皮の食出ドで活性を有すると考えられる
本的白米の HDCについては酵素学的、食品衛生?的に注日される。また、 Hm産生が将
に依介するのかプラスミド等の転移性の形質なのか、遺伝子による食中毒歯の検出法が汗
及しつつある現状ではこの様な知見は市安であると宅-えられる。そこで本研究では
Tetragcnococcus sp. r.b来のI1DC遺伝子 (hdlのの部分lhM配ダIJを決定し、本酵Aの知見を
i曽やすとともに、本遺伝子が染色体由来か百かを検討した。
'ぷ験J法
[(Jt試l清]
11UiJ魚醤油の製造工程の初期にヒスタミンj'成以jとして分離された 11株(研究室保存
出]株、 X-l-l1)を用いた。関株の増舶は )0%食品i-CYP 府地(小崎ら]992)で :~O・Cにて
1 ) 
行い、保存は 10%食塩-GYP下涜到j借地(0.ら%山限カルシウム合有)で行った。対照I詞とし
て TetragenococcushaJophilus I八M 167:3、 1(，7i)T、1(;78、1(;81をJTJt.、た。出旋およひ保
存は新版分離株と同様にして行った。
!日NAの長Illil
Saml】rooket al. の方法(l98~))に従い染色体 DN^ を-111111¥した。10%食指含有 CYl' i(k休
明地で明接したi泊体を遠心分離にて集l半|し、 10%減11FEtid水で 2I"J 1洲本を洗浄した。洗浄
が|体を '1‘日緩衝液ぐfris-EDTA、 pllお.0)に懸溺し、リゾチーム(終ig~位 2mg/ml) を ))11 え、
:170Cで1f時間l反応させ制"胞壁分解処.fTIを行った。1>(比、終 f後、 81治的池(終濃度 O.月%)、
Prott'jnase K (終濃度 1mg/ml)を )]11 え、 :n・Cで 1 11，IJ II \J反応させ治I~J した。治的泌をフエノ
ール・クロロホルム処理にて除タンパクした徒、エタノール沈殿により DN八を[1似した。
[11&された DNAは RNaseAにより ]{NAを除ムした後7.Lノール ・クロロホルム処珂!を
2 [nl繰り返し桁製した。また、凍結l有体を蒸開水'1'で 100・Cで5分間加熱する方法でも令
DNAを抽出した。
[1 Dc;n伝子の検出}
11m }~)I;I通染色体 DNA およひ'I~J 体熱水品111 1\泌を鈴叩としてドCR を行い、 hdc の {ij慌
を検討した。検出プライマーはLactobacillus:301および C.per.企ingens(J) hdc配列から
ぷ，;[された、JVI611C(5・-AG八TCCTATWCTTTCTT八T(;八・3・)と，1V)711C (庁・(;八CCAT八
c八CC八TAASCTT・3・)を用いた (Jf'uneet al・.1 H!)月)0P C R反応は反応液 100μ l吋たり
IOx PCR buffrr: 10μl、dNTPmix:作之00μM、Primer:得 lμM、T制:]IJN八
polynwra明:2.5U、鋳型 DNA;!50ng1100μ| の制lh~で、 )x)必条{' I二は 9!J .Cで 1 分、開。Cで
1分、 n.cで l分のプログラムを:30サイクル行った後、 7'20Cで 7分間保持するプログラ
ムで行った。増幅産物の確認は試料を1.5%アガロース 'Iti:~(泳動に付し、得られたゲルを央
化エチジウムにて染色して行った。 PCR反J，C，¥の蹴件対照として C.perL子'ingens八TCC
1;3I:2ljrを、陰性対照として Lactococcuslactis 1 AM 11 ~)8T を川いた。
111DC.ii:l伝子の部分配列の決定l
PCR反応において hdc陽性であった X・1の IIDC逃伝 Fの部分I起草配列を決定した。
検出で川いたフライマーは噌艇陀物が約:350bpと知いため、新たに hdcに共通な配列で活
件I~I心 (α 、 βサプユニット切断部位)を扶む備にフライマーをAJ した (Fig. :2・2・1)。使
川したフライマーはJV16HCとHmR'2(庁-GCCTTWC(汎ATTTSACCWGG・:3)でPCRの
反応条件は9t1.Cで 1分、 550Cで 1分、 7之℃で 1分のプログラムを 30サイクル行った後、
7'20Cで 7分間保持するプログラムで・行った。PCH.反応で何られたが.JG50lψの DNA断片
をゲルより切り出し、限外措過 (Suprcc-OJ. 1'(1ka 1'(1)にて拘1'1¥し、何られた DNA断片・を
T八クローニング kit(1ovi11'ogen社)をJIJいてプラスミド DNAに中nみ込み、大腸i泊にトラ
ンスフォームした。得られたトランスフォーマットからプラスミド IJNA を抽出し、 ~lTI人
したりN八の邸基配列を1'1'1(1Dye Dpoxy1':'.l T('rmin<llor Cy(')(> SE'qut'nce kit (Applit>d 
I~i()ザドI(>mぉ)を HJ いてiJ~定した。配タIJの制止は DNA引S コンヒューターアログラム([ I 
1'2 
立ソフトウェア)にて行った。決定した出品配列はアミノ般に胡訳し、既知の hdcと比'鮫
した。
HDCgene 
5' 
. cleavage site 
β-subunit α-subunit 
3' ••• 
.IV16F端 ゐJVI7K
JV16F • 
250 bp 
需給IJwR2
Fig.2-2・1. 刊C伊sition~of HDC gene deleClion (JVI6F.JVI7R) and 明 qucnecpn mcr ~ct~ (or 
PCR on IDC genc of LacJo加 cill凶 30a.The small arrows ind.ClIIC primcr and ib dircClion 
iササ・ンハイブリダイゼーション]
11m生成菌 X・1における hdcのコピー数およびコー ドされている迫伝子を特定するた
めサザンハイブリダイゼーションを行った。染色体 DNAをEcoRI、HindlIIおよびXba
lで消化し、 1.0%アガロースゲル活気泳動に付した。完全に切断されたことを臨認し、 7i3
法 (Sam brook et a1. 1989)に従い DNA断片をヅイロンメンプレン(Hybond-N、
Amrrsham)にプロッテイングした。プロープとして JVlGI1CF'と IlmR2プライマーで
rc此にて増幅した650bpのDNA断片を用い、染色体 DN八とハイプリダイズさせた。プ
ロープのラベリングとシグナルの検出は ECLダイレクト I)NAfRN八ラベリング ・検出シ
ステム (AmcrEiham)にて行った。
結果と考察
hdc検出プライマーにて X菌群、 T.haJophuus、C ρerfri刀gensおよびL.lactisの
hdcの有無を染色体および全DNAについて検討した粘宋、脳性対照のC.perfringensお
よび試験菌である X菌群においてアニーリング温度1)0・Cでバンドが検出され、陰性対照
のL.lactisおよびHm非産生の T.ha10philusではアニー リング出度を 1f5.Cに下げてもバ
ンドは検出されなかった(Fig. 2-2・2)0Jeune et 01. (1995)はアニーリング温度 tlS.cで
PCR反応を行っているが、本実験ではさらに slring(、ncyを下げて検討したが、 hdc陰性
的に非特異的増幅もみられなかった。これらの結果から PCRによる検出法では飛鳥的関
ilh山米のヒスタミン生成菌計はピルボイル基依存明酔余泣伝Fを持っていると判断された
のに対し、好血性乳酸菌である T.ha}ophilusにおいては日迫伝子を持っていなかった。
これらの結果はヒスタミン生成能試験の結果と -致した。さらに、ヒスタミン生成i通併で
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検出された遺伝子がピノレボイノレ基依存型酵素遺伝子であるかを確認するため代友株として
X-1を選び、 JV16日CとHmR2のプライγ ーー セットでrCRlX応を行い、約 650bpの期rt{3
l主物を符た (Fig.2・2・3)。増幅産物をクローニングしてシ、ーケンスを行ったところ、 615lゅ
の.J.í~基配列を決定する事ができ 、 アミノ般に翻 I~ し LactobacilJus 30aおよび c.
porfril1gonsの配列と比較した結束、LactobaciJlus30aと1180%、C.porlト'mgODSとlよ51%
の相 |司判:が認 められた 。 決定し た配 州 It rm分配列であるが、ピノレ
M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 M 13 14 1516 17 18 
M : 1 OObp ladder 
1 CJostridium perfringens 
2 ・X.l
a : X.2
4 X.3 
5 : X.4 
6 : X.5 
7 : X.6 
8 : X.7 
9 : X.8 
10: X.g 
I J : X-IO 
12: X.II 
I il : LnctocQrru.'f Jflrtifi 
14 : CJostridium p('r(ringl'ns 
15 : Tetrngcnoco('cus bllJophiJus I ^M 1673 
16 : Tctrngcnοrocru.'l hHlophilus IAM 1676T 
t 7 : Tetragenoco('cus hllJophilus 1八M1671 
18: Tatrngano('o('cIJ.CIIIIJJophilus lAM 1681 
I.'ig. 2・2・2. ~Icc\' l'ophoresis of ampliiiod III)C gcn(' oi now Isolates by PCR mcthod白
M 1 234 
M . IOObp laddor 
I . CJostridlUm perかingens
2 : X-I 
3 : Tetrogenococcus hdlophilus IAM 1676 
4 ・L8ctococcuSlactls 
1~lg ・ 2 ・2 ・3. ~ lectrop hor自 sis of 101m pllflod 1 IJC gunc of ncw isolutes by PCR mcthou 
ボイル)j~依存型醇ぷの間性中心である-TASS I"- をイl・ し (F ig. 2・2・t1)、品質との結合に関与
していると考えられるアミ ノ酸の荷額および剖Hιが既知のものとー致しX・1南米の遺伝 f
I t hdcであることが明らかとなったのまた、 hdcのJ ピー数お Lびコードされている遺伝
1t1 
fを特定するため、染色体DNAを原的としたサザンハイプリダイゼーーシ弓ンを行った
3積煩の制限解ぷを刷いて;t験した結果 (Fig.2・2・f))、EcoH.lでは 2.8kbpに、HiJ1d11 
では 7.0kbpに、XbaJでは ).8kbp付近にそれぞれ1t.のバンドがぬ1され、X-l株にお
いて本遺伝子は染色体に存在し、シングノレコピーであることが不唆された l これらの奇心米
より好塩性ヒスタミン生成乳酸的鮮はピルボイノレ型ヒスチジン脱民階僻ぷをもち、み:M:k;
遺伝チは染色体にシングルコピーイバ1:すると考えられた。
Actovat岨ns比e
β-subunl一一一一易促与一一-alubunil 
1 10 W ~ 30 40 50 
X-l RADrKNAY 1 GO 1 NMT官官哩ET'I>GVGGTVIGYOト ーLRNPEVOKAKPLFTEK
Loc加'_cillu!J3Oa RAE町KNAYIGOINMT町ASI>F町GVOGRVIGYOトー LRSPEVDKAKPLFTET
Clos世嗣IUmptJ，動'n6t1n!J RAI=II NOA YVGO 1 NMLIT ASJ; FJ;GVAOOVWOHDI A THDS 1 ANO 1:1 K P L YE L K
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Fig.2ふ4.Alignmcnl of山 panialscquenccs ofJJDC from X-I， Laι，oba'll/u.v 303， and Closl円dlumpeψ吋 ens.
llomologous向島ionsarc伽 wn踊 shadcd削 inoacid rcsiducs. Substralc binding and catalylic (削 iV!llion)silcs 
arc encloscd加xcs.
これまでの飛品魚醤油の化学成分に関す
る研究(溝井 1995)において試料中のヒスタ
ミン日は熟成巾附加する傾向にあったが、 X
的i洋が熟成初期の試料から分離されたことや
ピノレボイノレ型静ぷを持っていたことから試料
rl】のヒスタミン喜子積にみ;菌群が関与していた
Ilr能性が高いと与えられた。このことは魚醤ー
仙、ぬか漬け咋の水産発酵食品においてしば
しJJ好塩性乳酸diが原因とみられるヒスタミ
ンの善積が観秘され、原附 12!として T.
haJophllusが分離されているとの報告 (佐藤
1995)と一致したみ実験を含めこれ主での研
? ?
? 。
??
戸、
~ r: 
R長
-・7.0kbp 
2.8 kbp._ -・1.8kbp 
ドig.2・2・5.Soulhcm hybridν'.alon of X-) wlb 
lhc probc dcslgncd from hdc amplilicd by PCR 
究において分離された乳酸菌のほとんどは表現形質に上る簡易 nJ庄で T.haJop}Uius ~'分
額されているにすぎず、ヒスタミン1¥;J点能が分組'戸的にどの階級特イiの性質であるかはイJ
]5 
明である。また、本遺伝子の由来についても明らかにされておらず、本実験において bdc
が染色体由来であることが判明したが、構造遺伝子の上流域について検討していないため
本遺伝子がトランスポゾンやファージ等の転移性の遺伝子上にコードされているのかは依
然として不明である。 hdcの由来およびその伝幡についてさらなる知見を増やすためにも
本遺伝子上流における転写制御機構や転移因子の特性について t険討が必要であると考えら
れた。
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第3節 ヒスタミン生成乳酸菌の分類
本軍1節の結果より飛鳥魚醤irbの優勢細簡は好塩性乳酸l通であり、簡易同定を行ったと
ころ Tetragenococcushalophilus ，こd当した。前節で明らかにしたように乳酸菌貯の中に
ヒスタミン生成前が存在し、これらの幽群は染色体上に hdcを持つため T.halophilusと
分類学的にIciJ鴎であるのか興味が持たれるところである。 T.haloμhilusは四球状で発向に
食取を要求し、 18%以上の高い食出濃度に耐性をもつことが特徴であり、恥rgcy'sMilnunl 
of Systemfllie B:lcteriology (Garvie 1D8t1)に従えば、この織な乳般的はすべて本種に分~
される。4i:純は発酵食品を中心に食出濃度の高い環境から頻繁に分離され(鈴木 19f)(i)、
水産食品では魚濁~lhやぬか漬けで頻繁に分離されている(l lo et a1. 1985.藤井 1~)!)~ . 
Kobaya!ilii et al. 1994)。発酵食品中で本的鮮は乳酸を生成し、 pllの低下に寄与すると考
えられている(越川二1992)。好血性乳椴曲はその際だった性質により比較的分頬が特易で
あるが、 一般に乳酸菌の分類は各位ぷ別形質、特に形態的特徴が，n張倒されることや、近
縁と思われる|羽柿問においては表現JfH1が類似していることから 1F.li(t.'な分知については熟
達を要する分野であった(小崎ら 1992)。
近年、生物栂の同定および系統凶係をより正確に把躍するU的でリポゾーマル RNA迫
伝子やミトコンドリア DNAのDループ領域遺伝子の単基配列を決定し、それらの的報を
統計的に処用し系統関係を推定する研究が焼んに行われてきた (1JOrl and Osawa 1984. 
Woese et al. 1985. 1987， Lake et al. 1988， Olsen 1994)。細菌の系統学的研究においては
イリノイ大学の Woeseet a1.(1 98ηが ]65 rR.NAの指基配ダIJを川い、制的界の系統制を作
成した。 Woescらの系統樹はこれまでの表現形質に基づく分類法では解決し得なかった細
菌種閣の類緑関係が明確に表現され、分 子ー生物学的手法の有効性を不した。この犠な手法
は細菌の分類?の分野でも応用されるに宝り、従来の表現形質では分類出来なかった栂や
培養困難な細伝i群の集団解析等に効果を発揮した(Wardet al. 1990. Moyer et al. ]995. 
Boivin-Jahns et a1. 1996)。
この織に、分チ分類学手法は表現形町において分類が困難であり、かつ、学名と産業的
細菌名が出乱している乳酸菌群をより正確に分類するためには有効であると考えられ、峨
んに研究されてきた (Collinsetal. 1!:l90，1991， Cai and CoJlins 199-1.鈴木 1996)。その結
果、表現形質とは異なる程構成で乳酸菌群が形成されていることが判明した。
Tetragenococcus属もこの様な歯極の・つであり、 T.halophilusは以前はその形態(四妹
状)により Pediococcus属に分類されていたが、 ]990年に Colloset a1.は 16SrRNA .iu 
伝子の配列において本碕は Pediococcus属よりも Enterococcusk~に近縁であるが系統的
に独立しているとして、新たに Tetragenococcus腐を提明し本版に移した。以後本属は T.
halophJ1us ]栂のみで構成されている。 T.halophilusは形態および食指耐性のみで分頬さ
れてきたため、これまで報告されてきた Tetragenococcus属のぷ知の持が含まれているロI
能性も否定できな ~ \ o 実際に醤油などから見いだされる T. halophiJusは糖発酵性やアミ
J7 
ノ般の資佑能に多篠性がみられることが知られているが(U('hida 1989. Rolin~ et a1. 
1996)、現t生最も信頼できる分チ分煩学的予法による研究はぷた少ないと言える。そこで本
節では飛島魚醤油から分離されたヒスタミン生成I:iJ併の分野l学的検討を分チ生物学的手法
を朋いて行った。
災験)j法
|供試嗣l
~島魚鍔計IJのつけ込み初期過程から分離された新規ヒスタ ミン序生乳般的 11 株(X-l-­
] 1)を用いた。 x・1およびX・2については JapanColI('ct IOn of Microorganisms (JCM)に
JMC 10006T (T=Type strain)、10007として寄託した。的株の増殖は 10%食糧→:;yptft 
地(小崎ら 1992)で 300Cにて行い、保与は ]0%食単一Cyp、ド流動培地 (0.5%炭酸カルシ
ウム含布)で行った。対照歯として TetragenococcushalophJius IAM J673、lG76T、1678、
印刷を用いた。培養および保存は新腕分離株とriJ憾にして行った。
l形態観察!
細胞の形態観察は走夜車電子顕微鏡にて行った。観察d料を終濃度三%グルタルアルデ
ヒドで2時1'日固定後、 Nucleopore fiJ ter (0.1μm porc slze)で鴻過しフィルター上に吸お
させた。フィルターを 50、75、87.5、94、97および99.5%エタノールの順に 15分間浸し、
エタノールに完全に置換した。さらに酢酸イソアミルに配換することで試料を脱水した。
脱水したIlA料は臨界点凍結乾燥にて、完全に脱水剤を除去し、て佐!iUぎを行い観察に供した。
グラム染色性は Huckerの変法(点京大学医科学研究所学hi.会 1988)にて行った。
|ペプチドグリカンの分析l
ペプチドグリカンの分析は乳酸的実験マニュアルのβ法 (1992)に従い行った。液体府
地にてI育長後、遠心分離にて集菌した。洗浄的体を 10%TCA(三出化酢酸)溶液に懸濁し、
80・C、10分間/]1熱後遠心分離にて図形物を阿収し、洗浄後トリプシン処理を行った。トリ
ブシン処理後の図形物を洗浄し、精製ペプチドグリカンを得た。ペプチドグリカンの宋縞
アミノ酸を分析するため、得られたペプチドグリカンを GN出僚で 105・C、一晩で加水分
解し、 llPLCにて構成アミノ酸を分析した。
l出l体脂肪酸来H成の分析]
1 0%食塩含有 GYP 液体培地にて府益した的体を~心分離にて集凶し、 10%滅菌食塩水
にて 2阿曲体を洗浄した。洗浄菌体より Bligh& Dycr法 (l8159)により脂質を抽出し、得
られたj脂質をA.O.C.S法 (1990)に準じてメチル工ステル化し、ガスクロマトグラフィー
にて脂肪般組成を分析した。ピークの同定は Supclco社の細耐脂肪般傍品のリテンション
タイムとの比較により行い、分析条件はカラムとして Supelcowax-10を用い、 GLCの運
転条件は Suppkowax社の細菌脂肪般棟品のマニュアルに従った。米IJ]定のピークについ
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てはCC.MS(Shimadzu. GC.17A)にて分析した。
IDN八の抽出l
Sambrook et al.のん・法(lD89)に従いhlJ/lした。 10%食恥-r;{j(~YP 液体培地にて府民
した I~i体を辿心分離にて集菌し、 10%滅的食出水にて 211111~1体を洗浄した。洗浄l有体を T~:
緩衝波打riR.EDTA、 pH8.0)に懸濁し、リゾチーム(終il~J真三mg/ml)を加え、 :37・Cで 1n，'f 
l..jJxJ;むさせ細胞噌分解処理を行った。反応終 f後、別)S?'潟地(終濃度().らO;())、 Prot('iné1~(， J( 
(K(fiC~l皮 1 mg/ml)を)1え、 :37.Cで1時rm反応させ術的した。rKI話j泌をフェノール ・クロロ
ホルム処即.にて除タンパクした後、エタノール沈殿により ONA を I"l~~ した。同収された
DN八はI¥NascAにより RNAを除去した後フェノール・クロロオ、)J.，ム処即を2[il繰り返
し '~llj製した。
IG+C合idの測定!
l議l体DNAのG+C合51の測定はTamaoka& Kornagataの/jit.(lD81)にて行った。 :f，'i
製 DNAをGC合昆測定k_jI (y i1mrlRa)をHJいてヌクレオチドに分解し、アルカリフすスフ
ァターゼでヌクレオシドに加水分解した。何られたヌクレオシドを IPしじにて分析した。
カラムは (;0臼mosilCJ8 Econopak (NaknTil)をfJn、た。
IIGS rRNA逃伝子の噌幅と RFLP解析|
PCR 法により約1.500bpの 165rDNA断nをJrl恥した。I抑制に使川したプライマーは
f! 1:制|手!ユニバーサルプライマー (Wl'i山urgct 1. l~H)1 . Suzuki & Yam河川10，19!):3)であ
る27ド(庁・八GACTTTGA TCCTG GCTCAG.:j')および10t111t (庁・八八八GCAGGTCATCCGC
C.:3')で、 PCR反応機組成およびプログラムはSuzuki& YHm川 atoのJj法 (1883)に従っ
た。ねられた附幅産物の確認は 1.5%アガロースゲルiU九泳動後、ゲルを51:化エチジウムに
て染色し行った。
RドLP解析にはPCRにより得られたりN八断片を川いた。 PC比産物をホリエチレング
リコールで沈殿後、各信制限酵素 (Eco則、 Hind川、 A1uIおよびMbo1)にて切断し
G%ホリアクリルアミド電気泳動に付し得られた泳動ハターンを解析した。
I J(iS rRNA 迫伝子配列の決定j
新刷!J.f出件乳般陥 X.ITおよび対照的として T.haloρhilus 1八MJG76Tの HiSrDNAの
恥J，b町列を決定した。 PCR法により HiSrDNAをJ抑制し、1%アガロースゲル電気泳動に
付しゲルより約 UjOObp の DNA 断片を切り出し1I1~外泌過 (Suprec.OJ) にてお1It1した。
何られた l()SrlJNA断片はTaqDYl'DeoxyTM Tprmlnator Cyclt、日刊jtl、ncingkit (AHりを
JT ~，て:m光ラベルした後、全白動シーケンサー(八日l モデル :H:~A) にて屯気泳動を行い
品μA円~YIJを読みとった。使用したシーケンスプライマーのf~iS位を Fi符. 2.:3・lに心した。シ
ーケンスブライマーは貞正組l闘の配列をランダムに :10柿選び、マルチプルアライメント
を行い、配列1日で相r，，]性がIfSく、ブライマーとプライマーの1¥1附が約:300hpとなる領域を
遺んで作成した。読みとった配列の編集には ON八日ISコンヒユータープログラム(llv.ソ
フトウェア)を11}い、フライマ一部位を除く述航したが~ 1 !i()()!Jpの塩ぷ陀ダIJを決定した。
、? ?，
?
??
?
』
決定した配列は Rlastコンビュータープログラム(Il!'chulct 81. Hln())によりデーターベ
ース中の登録配列との相向性を比較し、 16SrHN八il伝子であることを確認するとともに
近絃の細問符を検索した。本実験で決定した X・lTおよび T.ha1ophi1usはM1676Tの配列
はDNAData Baok of Japan (DDBみに D8882tlおよびD88(iG8として笠録した。
〆一一…Agene一、
5' 一一~総肉闘機機嫌欄闘機機構総闘機織機穏や」一一 3'
Sequenccd作Gion
Z7F __ 
- 4司削H= ...._ 
~ 
:- ミIWR 弓19F ..._ 
司司司‘
4 530R FKHF 』
- -‘---
4. 7“】R 907F ..._ 
『司司‘ ~ 
4 fII_ _ !I2{)R I()()ト‘』
3ωbp 
『司司‘ ~ 
4--1立盟4. 1.jI):!R 
『司司‘ ・4. I・IUU
『司.‘
Flg 2ふ J The priml'T I配 ationsfor 16S r R01A gene同 qUI，"('('()f s('W 1~lat凹 Arro帆 5 muicale 
primer dircction and 8equence length of one sequcn('c r刊 cllon
[16S rRNA遺伝子による系統解析j
新m!Jf且H't乳酸菌 (X・F)、T.ha1ophi1us IAM 167sTおよび近紘の細閣の 16SrRNA 遺
伝子1，A)J，配列を用いて、系統樹を作成した。進化陀附 (Knuc:)はKimuraの2パラメータ
一法 (l980)により算出し、近隣結合法 (NJ法)(Sflit.ou and Nei ]987)により系統樹を作成
した。進化距離はプライマー結合部位、未確定j益法およびアライメントギャップを除いた
領域を川い、 Clusta]Wコンビュータープログラム (1、hompsonet al. 19Dtl)にて計算した。
作成した系統樹の樹形の信頼度はブートストラップを 1.000凶行うことで検定した。系統
樹の作成に用いた配列(登録番号)および生物称名はTabl<'2・3-Jに示した。
(DNA-DNA hybridizatioo] 
DNA-DNA hybridjzationはEzakiet a1.のマイクロプレート法 (1989)に準じて行った。
粘製 DNA(200ng/wel)をELlSA用マイクロプレートに岡石させ、フォトピオチンで4烹
ぶした DNA(7.5μg/lOml)と37・Cで2時間 hyhndizr.させ、その結合割合により交雑
度を求めた。フォトビオチンラベル DN八の険LI¥はperoxidaBC椋町議ストレプトアピジンを
ビオチンに結合させ、 peroxidaseの基質である 1.2・phenyJeordiam Incと反応させ.190nm
の吸光度を測定することにより行った。交雑度はサケ1，'{-DN八を除件対照 (0%)とし、
ラベル DN八日身の吸光度を ]00%で表した時のぷ料の吸光度を%に換算することにより
>1.'1¥した。
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TabJc 2ふ 1Dcsignatlons and/or accession numbcrs of tht. 1泊clc'nClcI-producmg bactena analY7.cd in 
lhls sludy 
SPCCiC8 
Tctroganococcus hoJopJu1us 
Tatrogonococcus haJopfu1us 
Tatraganococcus haJophilus 
'Iatragenococcus baJophiJus 
'I'atraganococcus mUl叩ticus
7'atrogonococcus murjaticus 
J.，'ntarococcus c，目。'Jum
Enterococcus coJumbae 
6'ntcrococcus saccharoJytjcus 
Entarococcus sulfureus 
均gococcusfluviaJjs 
均gococcussaJmoninarum 
Carnobactcrium aJtcrfunditum 
Carnobactcrium divergens 
Carnobactcrium funditum 
Carnobactarium gaJ/inarum 
Aarococcus urinac 
Pcdiococcus damnosus 
Lactococcus Jactis 
Strainso 
lAM 1673 
lAM 1676T 
lM11678 
JAM 1681 
X-IT (=.JCM 10006'1') 
X・2(=司JCM100(7) 
Acccs~ioo 00. 
l)886G8b 
D88821h 
X54290 
X56122 
U30:391 
X551:!3 
X51258 
X54272 
し08623
X54270 
S86170 
X51269 
M77819 
1)87678 
XM260 
• IM1， Thc Instilulc 01' Applicd Microbiology (lnsttlulo 01'Molc('ulur und C<，lIulflr HlOsclcnc:cs， Thp 
Univcr・sIly01' Tokyo， Hunkyo・ku，Tokyo， Japan); .JCM， Jnpan ('りI1c'cLIon01' Mlcl'oorgamsms. SSllama. 
，J自p同n.
b Soquonccd 168 rRNA gcne in t.his st.udy. 
'1 Typo slraIn. 
ドig2・3・2Scaruung eleclron rrucrograph 
of~'tr山nX・ 1 cls. Bar 1 μm 
結果
l形態観察l
屯チ顕微鏡観出の鮎-*、 新規!l.f塩性乳駿i均n:四球
状または、双球状の球的であり (Fig.2・3-2)、対照
鴎である T.halophilus JAM 1G76Tと形態的にはt(
別II~来なかった
|出i体化学成分の分1f1
X-1T、X・2お Lび T.halophiJus IAM 1676Tの凶
体脂肪隊組成を Tablc2-:3・2にぷした。X-lTお上び
X-2の脂肪酸組成に人-YFーはなく 主として 16:0、If): 1、IH:O、1H:l (0-ηお上び 18:1 (n・9)で構
成されていた.それに対し T.haJophilus 1八M 16761・のJInJl}j椴It ]:として 16:0，18:0、
lH:l(n-η、18:1 (n・9)、d.19 (CiR 1、]2)およびd.l!) ('iぉO、10)で枯J&されていた。また、
T. halophilus IAM 1676T のム 19 の構成W1l合 ~ .U{明I~が進行につれJ干し く .1;\'1 )]1 1 し 、 X-] T につ
いては微附した Wig.2・3・3) ~ x・lTおよびX・2のC+C合I，l-I.tともに :36.5mol%で、細胞
A1itのペプチドグリ力ン組成iよしys-D-ARp~'lで T. halophilusルII1'].f長の車1成であった9
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Table 2-3・2.Falty acid compositions of ncw isolates X_}T aml X-2 and 
T. hJ1lophilus LAM 16761" 
%ー同・ ; 
Fattyacid Strain X・JT Strain X.2 IAM 1676 T 
14:0 6.8 6.9 4.8 
14:1 0.8 
15:0 
16:0 
1.0 tr 0.95 
22.6 25.0 28.0 
16: 1 9.2 ]5.3 7，0 
17:0 tr 1.9 tr 
，617・0
18:0 
18: 1 (n・7)
18: 1 (n・9)
l.l tr 0.85 
8.5 8.!} 7，3 
23.6 26.2 12，6 
8.3 13，3 13，7 
18:2 8.5 2.9 1.2 
ム19:0(cis11， 12) 7，8 tr 11.6 
，6 19:0(9， 10) 1.1 11.6 
Un idenl i fied 1.8 
a 一一;not detected 
(~) {見)
X-JT 
40 
30 30 
‘国32司h2 話20
16:0 
18:1 20 
19.cy 
主halophilusζI J9.cy 
I 16:0
'18:1 z 10 
a制』u U• 。
・ー4、 06 
て匂zq3 内J 
04 
き
02 
Q. 。。
。 20 40 
18:0 
10 
16:1 0 
06 
04 
02 
。
60 80 10 。 20 40 60 80 1∞ 
ωJture age (hours) 
16:1 
1時:日
Fig.233Effect dapof cul111re on fatty add composititmof new isolate (Xr.l) 
antl T. halophilus.Some tlata are omiued for minor componcnts. 
[16S rRNA遺伝子の増幅と RFLP解析]
新規乳酸菌群および T.halophilus群の 16SrDNAはPCR法により増幅され、電気泳
動的に単一のバンドとして検出された(Fig.2-3-4)。新規乳椴関群および T.halophiJus群
の16SrDNAの制限酵素切断パターン(Alur、Mbol)をFig.2・3・5に示した。新規乳酸菌
の lGSrDNAは使用した全ての制限酵素で同一の切断パターンを示したが、 T.halophlJus 
群の切断パターンとは異なった。両菌群とも菌群内で切断パターンは同じであった。
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M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 101 12 13 14 15 
1 ; X-IT 
2; X-2 
3: X-3 
4 : X-4 
5: X-5 
6; X-6 
7: X-7 
8: X-8 
9: X-9 
10: X-10 
11; X-l L 
12: T. baJophilus IAM 1673 
13・T.halophiJus [l¥M 16761 
14: T halophiJus IAM 1678 
1o; T.halophilus IAM 1681 
M ; lOObp ladder 
Rig.2-3・4.81ectrop horesis of ampljfiod 
168 rDNA of new isolaLes (X-IT--"ll) and 
T. baJophiJus (lAM 1673， 1676T， 1678， 1681) 
r168 rDNAによる乳酸菌群の系統関係l
RFLP解析により新規乳酸菌群は遺伝
的に均一で‘あると見なし、X-lT株を代表
株に選んだ。X-JTおよび T.halophilus 
IAM 16761'の 168rRNAの地基配列を決
定し、データーベース中の配亨IJと相同性
を比較した結果、両配列とも乳酸菌の 168
rRNA遺伝チと高い相向性を〆1ミし、決定
した配列は 16SrRNA遺伝子であること
が確認された。X-]TとlAM16761'のあlUC
は 0.052で、その他の乳酸偽-では
Enterococcus saccharolyticusが最も近
縁でKi:lllCは0.08]であった。計算された
進化距離をもとに系統樹を作成した(Fig.
2・3・5)結果、 X・]Tと T.halophlJus I AM 
16761'でクラスターを形成し、ブートスト
ラップ検定で ]00%の確率で
En terococcus属のクラスターと区別された。
A 
8 
Fig.2・3・5.PCIi. RFしPanalysis of new 
isolates (X・F--"11)aod T. halophiJus 
(li¥M 1673， 1676T， 1678， and 1681). 
A:A1ul，日;Mbo 1 digest 
A f!rOCOCCIIS "rwae 
X.IT 
禽6.s
V I1g0COCCrtS sntmom'nl1flll 
V.flllvinli. 
CnrtrobaCltrium galtillo円"
Ptdiococrlls domμ0$"'1 
("，cl。εOCClISIncfr軍
Fie 2・3.6Phylogenehc t同，ebased 00 16S rDNA sequcoo問。rnew i$olale X・lT
and selected lactic acid.producing bacleria. The numbcrs al thc node& indi臼 tc
the percentag目。f恥印πence'" 1.000 bOolstr.pped 1四国.Only valu目 grealer
than 40% 3re sh小~n. Oar e O.∞9哲人世・
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[DNA-DNA hybridizat.ionl 
1'able 2-8・3 に DNA-DNA
hybridizalionの結果を示した。 DNA-
DNA bybridizationにおいてX・]Tを4票
識DNAとした場合X-2と87%の相向
性がみられたのに対し、 T.i1alophilus 
とでは 50%以下であった。同様の結果
はX-2、T.i1alophilus JAM) 676Tおよ
び T.halophilus T AM 1678のDNAに
標識した場合においても示された。
Table 2・3・3.L刷出。，[DNA-DNA rea.~s園、iaLionbetw凹 n
new Isolat暗 andT. haJopJuol出尽traIns
Str泊ns
% IWlatOO.n酷sIl， labclcd ONA fro町
X-IT x・2 lAMl676T lAM1678 
x・lT(:JCM10悦阪勺 100 92 <17 3自
X-2 (= JCM 1000η 97 100 4fl N!) 
T. hllloph.iJ.出向泊施
lAM 1673 ND 23 79 Nl) 
JAM lG76T 49 35 100 ND 
JAM 1678 21 29 92 100 
JAM 1681 ND 15 100 ND 
ND， nol dctcrmined. 
考察
形態観察、菌体脂肪酸組成分析、 16SrRNA遺伝子による系統解析および DNA-DNA
hybridizat.iooの結果、新規好塩性乳般歯群は Tetragenococcus鼠の新種であると判断さ
れた。本実験に用いた 11株は表現形質において同一であり、また、分f分類学的にも均
ーであると判断された。新規乳酸菌群はヒスタ ミン生成陽性、 40.Cでの発育陽性、レアラ
ビノースおよびショ糖発酵能陰性、マンニトール発酵能陽性の点で T.halophilusと異な
っていたが、形態、食塩耐性、発酵型、名種生化学性状 (Gravie1986， Wejss 1982)から本
菌群は Tetragenococcusに属することが示されたoRoling et a1. (1996)はアジア各同の醤
油由来の T.halophilusは分離源により糖の発酵d性のパターンが大きく異なり、レアラピノ
ースやショ糖を資化しない T.halophJ1us群が存在することを報告し、また、従来より
Tetragenococcus属細菌は糖の発酵性やアミノ酸の資化能等の表現形質に多織性がみられ
る(Uchida1989)ことから T.halophilusと相違が示された上記の形質が栂レベルの分類
に有効であるかは疑問である。表現形質において相違がみられない蘭特において、歯体の
化学成分分析が栴の識別に有効であることは駒形(1984)によって報告されてきた。本実験
においては菌体化学成分であるペプチドグリカンのアミノ酸組成および脂肪般車且成を分析
した。 X-ITのペプチドグリカンはしys・D-Asp型であり、 T.halophJllsと向型であった
の，veiss1992)。一般にペプチドグリカンのアミノ酸組成は属レベルで同一であるため(鈴
木 1996)、新規乳酸菌が Tetragenococcus属であることを支持した。また、脂肪酸組成分
析の結果、 T.halophuusにおいてこれまでの報告と同僚にシクロプロパン酸 [619:0(cis 
9，10)および (cisll，12)1が著量検出されたのに対し、X-JT、X-2においては若 F量検出さ
れたに過ぎなかった。シクロプロバン般の存在は T.halophJ1usとAerococcus属を区別す
るよで重要な形質であるが (Weiss] 992.鈴木 1996)、この段階では新規乳酸i請がどちら
の脂肪酸剥l);J(:に I~ß.当するのか特定出来なかった。しかし、 X-JT のシクロプロパン般の 11j有
率は噌猶過程に関わらず常に約 10%をt'iめており、新規乳酸菌は杭成J日j肋般としてシクロ
プロパン酸を有すると判断された。なお、 T.halophilusの脂肪般において6 19 (C'IS B.lO) 
がラクトパチリン殿 [619(cis 11.12)1と同程度存在したが、 Uchlda(197:2)の報侍ではこ
の様な位置究件体の存在は認められなかった。本実験に用いた府地にはTw何 n80 (ボリ
ソルベート 80)が含まれているため、本物質の構成脂肪駿であるオレイン酸が6]9 (CIS 
9，10)に変換されたためと考えられた。 T.halophi1usのオレイン酸取り込み能および6J n 
(cis 9，10)への変換能の有無についてはさらに検討する必要があるが新規乳般菌貯と T.
halophilusを識別する形質である吋能性がぶ唆された。この械なJf-近が稀レベルの分郊に
有効であるかは現時点では不明である。
そこで、より正確な分類手法である lGSrRNA 遺伝子の塩基配列における両者の村 I r.~
性の比較を行った。 RFLP解析において新規乳限菌群と T.hnJophiJus併の問にはlGS
rRN八j詣某配列中に述いがあることが確認され、両菌群がlnJ・前袖である nJ能性は内定さ
れた。そのため、 1可的併がどの階級で民間であるか、つまり、制以上で見なるのか丙か、
分類学上興味がもたれるところである。そこで、 ]6SrRNA迫伝fの出品配列を決定し配
列の相向性を比'慌した。本実験において決定した X・}TとT.haJophiJlIsの配列の相同性は
93.'1%と低く、明らかに種レベルで異なることが示され、 RFLPWi'析の結果を支持した。
さらに両者の系統関係を明らかにするため近縁の細菌を含めて近佑距離を計算し、系統制
を作成した。その結果、 X・ITとT.haJophiJus lAM 1676Tは一つのクラスターを形成し、
X-JTと T.hnlophiJus IAM 1676Tの応1UCは 0.052であった。その他の乳酸菌では
Enterococcus saccharoJytiωsが最も近縁であったが、Knucは0.081と泌く系統的には離
れていると判断された。 X-JTとT.haJophiJlIs lAM 1676Tのクラスターはブートストラッ
プによる樹形のL頓度検定において 100%の確2事で他の菌群と医別され、このクラスター
が系統的に独立していることが示された。 X-1T と T.haJophiJus 11の進佑距離は、 E.
cecorumとE.sulfl./rcus問の0.0t18(ゐ uc)でみられる棟な同属貝桶レベルの進化距離とInJ
等であったことから、 X・]Tが Tetragenococcus属細菌に属し、 T.haJophilusと種レベル
で分岐していることが明らかとなった。しかし、縫レベルの分自立をぷす進化距雌は第 1市
でも述べた通り、生物種や遺伝子によって異なるため、新規乳般的が新純であるかを 1GS
rRNA遺伝チの進化距離のみで決定することは分類学的に不卜分である。そこで細菌粍問
の相向性をより客観的に判断でき、細菌帽の命名規約においてもその使mが推奨されてい
るDNA-DNAhybmltzatiooによりI再白押の相rnJ性を決定した。その結果、両前種の拘]l，jJ 
性が 50%以下であることが確認され、八d Hoc CommJI tce on Rcconclliation of 
ApproachesωBact.crt<.ll Syslemat ics ( WHyne et 81. 1987)のMレベルの相向性の基埠の
20%を満たし、川崎の基準である 70%を F阿っているため、両的砲は柿レベルで区別され
ることが証明された。従って、飛島魚甥油から分離された乳酸菌併は Tetragcnococcusli.JS 
の新種と結諭された。なお、それらの持つヒスタミン生成能は坤レベルで保持されている
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と考えられたが、本種は同一試料から分離されたことや他のd料からの分離例がないこと
から現時点では Hm生成能が本種の議別の絶対的指限になるかは未定である。今後保々な
試料から本陸を分離し検討する必要があると与えられた。
以上の結果をふまえて、飛鳥魚醤ilより分離された好塩性乳般的を、 TetragenococclIs
Mの新穐 (TetragenococcllsJ1Juriatjωs)とすることをiJとむし、 Bt>rgey'sManual 01' 
Syst.cmatics Bact.eriologyに記載すべき本軒iの性状を以下に示した。
Dcscription .of Tetragenococcus muriaticus "p. nov. TetragenococclIS 
muriaticus (mu.ri.a' ti.cus. L・adj.muriaticufi， briny， piekJed). Ccls are cocci (0.51.0 0.8 
um in diame胞の amlform telxads or )l:-lirs. Coloni<，S arc whit仏 conv('x.smooth， ancl up 
1.0 1.5 mm in diameler. Cels arc gram posltivc. Nonmotilc. Growlh occurs at N<1CI 
conrcntralions of 1 to 25%: the NaCI conr('ntration for b<，st growth is 7 to 10%. No 
growt h Occurs in the absence of NaCl. Growth occurs at ] 5 10 400C but not at "5・C.Thc 
optimaJ growth temperalure is 25 to 30・C.Growth occurs at p1l 5.0 t.o 9.6. and Ihl' 
oplimal pII is 7.5 to 8.0. Facultativ<，ly ana<，roblc. Calalas(' and oxidase negalive. 
トlomol'erment:ltive.proclucing L-lact1c aC1d. Arg101ne is not hydrolyzed. Nitrat.e is nol 
rcduced 10 nitrite. Hista:m1De is proclu('('d. AC1d IS produced from D-ribose， I'rucl.os<，. n・
mannose. trehalose. and mannitol. Aeid i1'; not produccd from L-arabinosc， 0・xylo開 ，
lacl心se，sucrose， raffinose， sorbilol， gluconatc， dcxtrin. and slarch. 1'he cell wall 
J>Ppt.ides contain Lys-D-Asp. The G+C contcnl of thc DNA is 36.5 mol% (as detcrmined 
by higb-performance liquid chromat.ography). lsolatcd from fermcnt.cd s(}uid livnr 
同 uce.Tbe type st.rain is strain X・1(=JCM ] 0006). 
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第3章 くさや汁中の特異微生物に関する研究
くさやは伊豆諸島で製造される水陪発醇食品で、独特の匂いと風味を持ち、法通のF物
に比べて日持ちが良いのが特徴である。製造法はトビウオやムロアジといった原料魚を聞
き、 1([1抜きを行った後くさや汁に漬け込み、水洗いし、ノミ口にて乾燥させるのが一般的で
ある。くさやの風味は製造に則いられるくさや汁に11米し、この汁はもとは取水で艮年に
渡りもた用を繰り返すうちに発酵し、茶色味をイ13ひ'た11i性とJiL試をもっ液体に変化したもの
と与えられている。くさやの製造は江戸時代から伝統的に受け継がれているもので加工喝
の数が限られており、珍重されている(藤井]!)~)2)。
くさや付 rþの{じ学成分については持発性JiIlVI~窓点、酢殿、プロヒオン殿、硫化水みやジ
メチルサルファイド等が主要な央気成分でアミノ僚や舷酸l剥述物質はほとんど検出されな
いと報告されている (Sh1mlduet 81. 1967.藤井 ]992)。また、くさや71中の生前数は好
気性および嫌気性菌ともにl()8CドU/ml粍度存許し、 Corynebacteriumbp. ゃ
Peptostreptococcus Sp.が優占歯であると報告されている (FU]IIct a1. ) 985. 199之)。しかし、
くさや汁をl的表顕微鏡にて観察するとらせん状の活発に迎動する細伝lが多数存在し、これ
らは通常の平板培地では分離出来す、それら前r.rの数および役別については明らかでない。
近年、 Fujiiet a1. (199ωはこれらのらせん的を特民的に分離するらせん菌分離装置を号案
し、微灯気性の大型のらせん菌群を分離する引に成功した。この僚にくさや汁中には通常
の培益法では分離が閑難な細繭群が多数存-r'tし、それらの役;Iリや引物学的特性について不
明な点が多いと言える。
そこで本研究では新規らせん菌の生息環境を切らかにするため、くさや汁中の細菌を機
能別に群分けし汁巾の役割を考察するとともに分f生物学的手法を用いて培養不oJ能な的
計を含めた優占菌種の推定を行った。また、くさや汁から分離された微好気性らせん的の
府益性状および分類学的検討もあわせて行った。
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第 1節 くさや汁中の細菌相の解析
くさや汁中での細菌の役割や存在する微午物についてのこれまでの研究では (FuJIIet 
81. ] 978， 1985， 1992， Shimjuu et a1. 1967， ] ~)G9 ， Koぉugcct 81. 1978)、汁中の細荷数は
10"CFU/m)程度と報告され、 Corynebacterium~p. や Peptostreptococcus Rp.がE変和|
的として分離された。しかし、顕微鏡観察では汁'11には実際に分離された細l通とは形態的
に異なり、菌数もかなりの開きがあることが指摘されている。また、汁中の細菌の役~;~ に
ついても平板培地で分離可能な菌群を分知γ的に検J>tし、生物件状から汁'11の挙動を推測
する手法がほとんどであった。このような手法ではtg.i!t可能なl迫群の動態のみ把j理するrh
になり、階建不可能もしくは培養が閑難な細雨群についての知凡は卜分に得られていると
は苫い難い。特に、発酵機構と発酵に関守する微生物の関係が解明されていないくさや汁
中での細l迫の動態を把揮するためにはm提条件や同定法にさらなるよ夫が必要であると与
えられる。そこで、本研究ではくさや討中の細菌を機能別に定ほし、汁中の役割を検♂jす
るとともに、近年、海洋や土壊のように培li:困難な細l請が多数存花し、宅物情報が乏しい
細菌の検出に威力を発揮した分子生物学的手法 (Ciovannonjet a1. ] 990. Warcl et a1. 
J990， Moyer et aJ. 1995. Boivin.Jabns et 81.1996)をJIいてくさや汁中の細菌相を解析す
ることを目的とした。
実験方法
l試料1
J995年 12月に採取した新島産くさや汁(メLf可水産)をd料とした。採取した試料の移
動および保存は、ふた付滅菌採水ピンにて行った。
!万五分分析l
水治性エキスの抽出は Matsumotoand Yamanakaのfj法(1990)により調製した。 u式
料 5mlに等誌の 6%加塩素酸溶液を加え除タンパクを行い、迫心分離にて液層を凶収した。
得られた溶液を水酸化カリウムにて中和した後、辿心分離にて加温系酸カリウムを除去し、
25mlにメスアップし lIPLC試料液とした。有機般(!臼作製作所有機酸分析セット)、ポリ
アミン(山中 ・松本 1989)、アミノ酸(品作製作所アミノ際分析セット)の分析は JJPLC
にて行った。押発性塩基窒素 (VBN) は食品衛生検向指針の方法(l 9~) ] ) 、 トリメチルア
ミン (rMA)は、補本 ・岡市のノゴ法 095ηでConwayの微註払散ユニット(1950)を月]いて
測定した。市存般素量 (00)は Oxygraph(セントラル科"1')にて、 pIIは plIメーター
(J loribH.M・8)で測定した。
i全:再i数測定l
試料をグルタルアルデヒド(終濃度 2%)合有人f治j水で希釈 ・固定した。同定試料は
DAPl (4.6・-uiamidino-2-pbenylmrlolc)治液(終ilVn:2 %)と混合し、暗所にて5分間染色し
た。染色した試料は Nurleoporefilter (pore刈初 0.1μm)で鴻過し、染色した試料をフィ
ルターに吸着させた。得られたフィルターを蛍光顕微鏡観察により観察し、計測板の [メ
l雨中に観察される細胞数を計数した。 uト数ft{Iに{Ii釈がを呆じて令砧数を算出した。
|生菌数測定l
機能別生菌数の測定は最確数 (MPN)法により行った。全生l迫数測定には TSSYmJ也
1'88 (日日L)液体培地に0.3%本天および0.1%チオグリコレートを添加した培地lをHJいた。
機能別細菌-相は硝酸場還元、脱室、硫酸取迎兄、でんぷん分解およびタンパク質分解l有数
について行った。検出培地として制限堀迎71;および脱常的には硝般ナトリウム、でんぷん
分解岨には可溶性でんぷん、タンパク質分解l迫にはゼラチンをそれぞれ基質として終浪1!r
0.1%となるように TSSY培地に加えたものを川いた。また、硫酸1Mj遺ん菌には硫般道Ji.r:f.，
検出培地(門田・多賀 1985)を用いた。険HI法は|勺川 ・多釘の方法 (W85)に準じ、機能の
判定は制酸指還元菌はグリースロミンぷ柴にて、脱宅l治はガス産便性の有無、硫般沿道A
t:iJは]~!色集落の形成、でんぷん分解泊はヨウみ液にて、タンパク質分解簡はゼラチンの液
佑にて評仙し、 MPN法にて菌数を}):1lIした。科jiY地は 20・Cにおいて 1か月間培益した。
、ド板培地において増殖可能な砧数については、 !lf九件前測定mとして、 TSA(BBL)、
日PG、B6P6G培地(藤井 1978)、嫌会L性的に対しては ABCM(栄研)J告地、乳般的川と
して GYP情地(小崎ら 1992)、日;brio属細菌数に対して TじBS(栄研)培地、腸内細的計
に刈して DCA(栄研)借地、 Listeria属綱同に対してox培地 (Oxojd)を用い、それぞれの
凶数を測定した。 ABCMおよびGYP.tn地はアネロパック (三菱ガス)を用いて嫌気的に、
その他の培地は好気的に 200Cで7日間防長し、'1:じたコロニー数を計数した。
iくさや汁中の細菌遺伝子の抽出]
くさや汁 1mlを遠心分離に付し、得られた的体べレットを人工海水で洗浄した後、
DNA 8xtraction Regcnt (pE:'rkin Elmcr)に懸濁した。懸濁械を凍結し、さらに 5分間の煮
沸処理を行った。凍結 煮ー沸の操作を2同繰り返し、氷上で冷却した後、遠心分離にて k
澄み液を回収し、 PCR用DNA抽出試料とした。
1]6S rDNAの部分配列の増幅]
PCR法により lG8rDN八の部分配列のm幅を行った。 I抑制に使用したプライマーは良
正細菌に共通である 27F(2章 3節参照)および530R(庁・GT^ TTACCGCGGCTGCTGGC・
3')(0Isen et aλ 19a1)で、 PCR反応は 940Cで1分、行8・Cで2分 :30秒、 720Cで2分:30秒
のプログラムを 30サイクル行った後、 720Cで7分間するプログラムで行った。 PCR産物
の分析はl.5%アガロースゲル電気泳動にて行った。
IPじR産物のクローニング]
PC民反応で得られた約 5:30bpの DN八断片をゲルより切り出し、限外滞過 (SuprpC'・
01.Takara)にて抽出し、得られた ONA断片を T八クローニング klt(Invitrogen社)を用い
てプラスミド DN八に組み込み、大腸I諸にトランスフォームした。得られたトランスフオ
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ーマットを無作為に 15株選択し、 プラスミド DNAを抽出し、州入したプラスミド DNA
の配列を 'J三H1DeoxyTM TrrminaWr Cyc)c SequE'nre klt (八HI)を用いて決定した。配列
の編集は DN八srsコンビュータープログラム(目立ソフトウェア)にて行った。
[系統樹の作成l
決定したクローンの塩基配列はBLASTalgonthm (fIschul et li. 1990)を用いnDUJ、
EMBLおよびGcnbankに載録されている全幅基配列と相fnJflを比牧した。クローンとの
相同性が認められた塩基配列を持つ制的およびその近緑細l羽の JGSrDNAJUM配ダIJを川い
て系統樹を作成した。各配列問の進化ぬ離の，，1・符は Kimuraの詰パラメータ法 (19制))によ
り行い、 NJ法(1987)により系統樹を作成した。これらのロI}).はじLUST八LWコンビュ
ータープログラム (1'ompsonet al. LD9t1)にて行った。
本実験で決定した塩基配列は DDBJ nucleotid(> S<'qUl'n口、 databascに ABOO:14:34-
AB003448として登録した。
[くさや汁の化学成分分析l
Table 3-1・1.Chcm.col composition ofku釘uyω
gravy m刷 Ic10 J¥:ijima Jslond 
Compounds 
Total amioo 0('11 (lllgflOOml) 
L-ClulamI<'削・id
L-C'lrulhnc 
L-Vfllmc 
L-Oroiline 
ToLal organ.c uぞid(mg/IOOml) 
Acelic acid 
Isobutirie 01:1 
Butuic a('id 
lsov凋lericoc，u 
Total polyornino (ml;l1 OOml) 
VBN v.lue (mg-NIlOOml) 
TMA valuo (mg-NIIOOml) 
Dissolved 0λyl!t'n 
pH 
N.D.. NOl del('cl(，d 
Volue 
17.0 
3.:i 
1.5 
1.5 
1.3 
1820 
587 
841 
103 
)08 
N.D. 
280 
ND 
Nυ. 
7 10 
[細菌数の測定と機能別細菌相の解析l
結見4
イじ学成分分析結*をTablc3・1・uこ示した。
総有機酸昼は 1820mg/l00mlと著量検出され、
主な有機酸として、 附阪、イソ酪般、イソ占小
酸および酪般で構成されていた。VBN 他は ~H8
mg/lOOmlであるのに対し、TMAおよびポリア
ミン頬は検出されなかった。 逝離ア ミノ厳Idは
17.0mgl100ml検出され、グルタミン階、パリ
ン、シトルリンおよびオルニチンが主に検出さ
れた。j容存殿点;4はノド')f験では測定限界以下で
あった。以上の結果はこれまで報告されたくさ
や汁の分析結果(雌)11992)とほぼー致してい
た。
各種情地における生菌数および全的数の測定結果を Tablc、:3・1・2にmした。 DAPIによ
る商岐計数(u'iは7.6X 1011であったのに対し TSSYにおける MP N ，~h，JIIJ(I(!は 5 .3x ) ()1と有
意な差はみられなかった。平板前地における生関数はTSArn地および八日CM培地でidも
多く検出されたが、両者の同数にjEはみられなかった。向借地における計数fLilは
l(戸CFU/ml にとどまり、 半流動培地の結束と 3 オーダーの~がみられた。各選択培地では
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Tablc 3・1・2.Ba~tcr;al~ounts?f kusayal TCB8、DCA、口ypおよびoxでそれぞれ 1()5、1()5、
gravy on scveral selocLivo med.ta I 
Med.ia Valuo (CFU/mJ) 
<1 (}1、検出限界以ド(CFU/mりであった。 Tcns.1"ì'~地に
γ。凶ccLlcounl (DAPn 7.6 x 1011 
(cls I ml) 
TSA I.l )t 108 
BPG 4.9 l()6 
おけ-る計数fu'[が htl.t以 |てに尚かったが、典型的な v
parahaemoJytiωsや VchoJorac織のコロニ』ーは観指
されなかった
BSP6C 72" 106 
ABCM 1.0x 10・
Cyp <100 
1'C IlS 2.8 x 105 
DCA ~l x l()6 
OX :-J.D. 
各種機能に Lる制的相の解析ゑ1瓜を Fig.3・1・1Iこぶ
した。全生繭数以 5，3x 101 (TSSY .1";'1地)で、ゼシナ
ン分解摘、硝般恥迎元I法i、脱:*.以i、品lE般J:M~JT:.[.均お Lび
でんぷん分解I均数はそれぞれ~.'Ix J ()9 、 ~.4X JO!1、2.t1
ぷD. ~ot detecteo 
X]伊、 2，4X 109お1び 1.0Xl()3以ドであったF タンパ
ク自分解菌が全的数の 1/100 .f~U瓦イFイ正しているのに対し、でんぷん分内午前数十i抑制に
少なかった。
しogbaclcrial ∞unls (/ml) 
1'ota1 cell count on 1)八Pl(ccls Iml 
V川ia山blcc∞o叩 lin TSSY 
V川ia油blcc∞o凶 1in RP問G 
Protωc∞oωl砂ytiぬcbacteria 
l仇)Cr汀nit
Nitratωcr印cducingbactωcna 
Su叫f臼atωcr印cdu凶1鉛cingbacleria 
Starch h句lyd命rol刷yhcbacleria 
。 2 4 6 8 10 12 
Fig.3-1・1.1ヘmctlOnalbactoriul nora in kusaya grlwy mcasufod by M PN mothod. 
flGS r DNA塩)}.;配列に上る分子分知l
くさやilーよりlI'j・接抽出した細向。N^ を鋳型止し、
PCR tl~により細1ÆiI 1米の 168r DN八の部分配ダIJを
増刷した (Fig.3・1・2)。増幅搾物をプラスミドに刺み
込み大腸菌に形質転換させた結*12伺の形質転換
体を得た。そのっちの 15クローンの取法配列を決定
し、相向性検索を行ったところ今ての配列において
uJ]ミ細菌の 16SrDN^時五品配列と刈し、相同性をぷし
たため、本夫験でねた舵列はくさやil'lll米細薗 165r 
M 1 2 
Ml∞hpl・dd町
I ku醐ydg同 vy
2 NCI!山崎ω叫rol(DW)
。N^ であると判断した得られた配初仰夕タl州の相附を|トh惚ωρ日8υρ山3子-1ぺiトは.♂2陀 Ram山…
16S rl】N^ 10 kuι.必uη咽 grnνy
比較することにより I--VTlJ (grou p J; 5 clonc円.
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group 1l:3 cloncs， g-roup IIl; 2 clones， group JV....VlIは各 1c1one)の8群に分けられた。
各クローンおよび相向性の高かった生物との系統樹を Fig.3・1・3に示した。各併の自己列に
最も相向性が向かった生物種は Bactcri・'odes-C.Ytophagahkf' hacwria (group 1)、 wallless
spilochaf't.}l (group Il)、 Tbermotogalcs(group TU)、Eubacteriumsp.(εroup IV)、
Gamma-protcohactcria isolated from dccp-suhsurface Iike orgaOlsms (group V)、
Paracoccus sp. (group VT)、unidentifiedorganisms (group VII and VTI1)であった。
戸笠1
PtplOSlrtptOCOccuS anlUrobiu:r 
Clo$tridium Iwlophuum 
c:lor世 t4 Group IV 
do舵 3
Group 11 
:eb晶cterium
CI叩 e13 GroupV 
Group VI 
GroupVII 
JocUroitks fOllylhus 
Cyω'phaga ftrmtflJ，削 S
Capnocytophaga canimorus 
Uoid田 tir.edcytopbaþ~ 
c10nc 12 
WaU JC!SS spir悦 haetasp. 
E旬開8
l/aJobacttrlum salillarium 
Group I 
Group VIII 
Group [( 
Higb CφC 
lF ErnHEuta 
LowG+C 
|…μs 
GlIuuna 
prot柑抽cteril
I~仰'Iu向必acredr/ 
BUCluoidts 
group 
S~両r似:haetales
I E町 吋且叫
tlg.3・1・3 Ph~ logt'nl・tlCtrE'e based on lGS rDNA s(・qlf'nl'PSof clQI1I'$ from kusaya gravy and relal('J 
orgamsms Bar = 00:'18 l:'¥'ollrlOnaly unit. 
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考察
名種平板借地での生菌数およひρ化学成分の分析イ'1(の結果はこれまでの報告 (Fu]ilct a1. 
1978)と一致し、好気性およひ'嫌丸出l数がほぼ同数(l(戸CFU/mりで、{じ学成分の分析(L(Iも
VBNおよび有機般が苫量検出されるがアミン類やアミノ酸量が少なかった。そのため、本
実験で使用したくさや汁は正常なぷ料であると判断された。従来の報告(Fujijct al. 1 f)7s) 
および本実験においてくさや汁の細的数は 108CFU/ml前後とされてきたが、液体明J也に
チオグリコレート等の還元舟jや少はの寒天を加えることで生菌数は 1011/mlに改持され、
DAPTによる全曲数 (7.6x101lcels/ml)の値に近づいた。これは、くさや汁中の 0.0MIが
検出限界値以下であったこと、、1'.仮iまでは嫌気菌と好気閣が 108CFU/mlずつほぽM数川
測されることから還元剤や寒天の添加は嫌気菌の先nを促し、さらに、らせんl有のような
微好気で軟謀天明地中でしか発内しない細菌群 (Fujict a1. 1990)も.1t放されていると与
えられるため向いロ十数値を導いたと考えられた。 TCBS、DCA借地において釧曲数は
105CFU/mlと通常の試料より多く計測されたがコロニーの形態が食中品雨のものと明ら
かに異なり、発育も全体に不良であったため食品術午上問題は無いと考えられた。
機能による紺1五i相の解析の紡*、タンパク質分解、 脱培、制限出越;C的等の3起点伯作物
の変換に関与する細蘭群が多数存tEする事が示された。イじ学成分分析においてもアミノ僚
やアミン類量が極端に少ないのに対し VBN値および酢酸含量が高かったoこのことから、
くさや汁に浸泌された魚肉由来のアミノ酸の分解は、汁巾の細菌貯による脱炭酸アミン午
成より脱アミノ有機般生成が主であることが示唆された。くさや汁巾の盗点化合物はイi機
fm窒素の場合アミノ酸から脱アミノし、有機酸とアンモニアに分解し品杭されるのと与え
られた。一方、無機態窒素は脱宰およひ'硝酸塩還元副が多数検出されたことから硝酸出か
ら咽硝酸塩そして窒素ガスに還元されて大気中に脱出されると考えられたが、くさや行 1I
の0.0.は検出限界以下で、酸化還元屯位も Omv未満(Fuju未発表)と低く、汁中は鰍公府
民であることは1!Jjらかであり、イI機態窒素由来のアンモニアから制限期への変換経路が存
在するとは考えにくく、くさや汁巾で窒素循環が形成されている可能性は低い。特にタン
パク質から分解されたアンモニアをlir酸塩や亜硝般単に酸化する経路が存在するのならば、
アンモニア酸化問と酸素の存在が必要である。本実験においてアンモニア酸化薗数の測定
を.iAみたが、くさや汁からの無機態管索、栄養ぷの持ち込みが多く l通数の測定は出来なか
ったため室系化合物の酸化経路が存在するかは不明である。これまでの報告では汁中の
VBN値は 400mg/IQOmlが上限であることから、これらの窒素化合物が消費または脱出さ
れていると示唆されるが、重点化合物の動態を解明するには有機物rl-'*-点化合物の追跡
とアンモニア般化経路の解明が必2であると考えられた。硫酸取jg;し|みが多数存花してい
たが、汁中が嫌気環岐であることからも妥当な結果であると判断され、これらの細曲灯が
央いの主成分の一つである硫化水点を般出しているものと考えられた。でんふん分解l~~お
よひ'乳酸菌数が少なかったが、くさや汁のおもな栄接点は浸漬される内臓を含まない魚肉
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巾来であるため、糖煩の供給が限られており、これらの菌群が少なかったと考えられる。
くさや同級魚肉から製造される魚精油においては前市でも述べたように乳酸菌が多数分離
されるが、製油過院で内臓が使川されることや、 lf:iい食品i濃度によりグラム陰性的の允(1
が抑えられるため乳酸菌群の市打率が高くなると母えられた。
くさや汁よりi的妾DNAを品Jlilし、 16SrRNA遺伝子j話基配列を川いて細菌相を姐定し
たところ、検出された細菌種は細l有界の中で広く分散し、くさや汁'1'の細菌相は校紺な科
で構成されていることが示唆された。、F板上音地による主要細菌は Corynehacterium叩.や
Peptostreptococcus sp.であったが (Fujii et a1 085， 1990)、本実験ではこれらの紺Il'ilは検
出されず、 Bacteriodes-Cytophaga 1.ke bacteriaが広も多く検出された。 Cytophagllk~細
菌は一般的に好気性菌でセルロース分解や嵯藻知の殺様細菌として知lられている(Iloltet 
a1. 1994， Mitsulani ct al ] 992)。的~~~環境であるくさや汁でこれらの調111泊が多数有孔する
ことは矛盾しているようであるが、本実験で使則した J6SrRNA ;I.立伝子にM，づく耐究
(Olsen et al. 19911)では好気性雨である Cytophagaと嫌気性菌である Bacteri・'odesは'1.(1 
環境が異なるが近縁であると解釈されている。そのため、本尖験において Bacteriodes-
Cyω'Phaga hkc bacteriaと判定された菌群がどちらの性質に頬似しているか興味がf"fた
れるが、府議法においてこれらの凶併に属する細雨は分離されておらず詳細は不明である。
同様に Bacteriodes-じシω'phagalike bacteriaに杭いて検出数の多かった wallICRS 
spirochaetaもこれまで分離されたこともなく、顕微鏡観察においても観察されなかった
ことから汁中で生きて存在しているのか、形態的に変化しているのか検e討が必要であるが、
walJ )ess spiJochactaの生物性状(IloJtet a1. 199-1)では微好気または嫌気状態を好み、泣
透圧要求件があることから、これらの細菌が存在する環境としてくさや討は適当であると
与えられた。 Eubacteriumsp.およびParacoccus叩.以外の細菌につては該当する配列が
存在しない、もしくは配列のみ号録され生物情報が欠けているためくさや汁中の挙動につ
いては不明である。
分子生物学的手法による細菌相の解析は近年盛んに行われているが、細菌種により限的
遺伝子のコピー数や摘出効率が異なること、生繭と死I通の区別がつかない等、定量牲には
欠けているのが現状である (Claytonet a1. 1995. Farrclly et al. ] 99!))。本実験の結束でも
検出率の高かった細菌種が汁中で点の優占種であるか疑問が残るが、少なくとも従米のm
益法で分離されていない穫が多数存布することは明らかであった。くさや汁 rjlの細曲+11の
解析と細菌の役割を解明するためには insitu hybridization等の計数法を用い、機能ごと
に標的遺伝子を設定することが必要であると考えられた。
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第2節 新規らせん菌の増殖に及ぼす培地の寒天濃度の影響
くさや汁を l町接顕微鏡にて観察すると、らせん状で大型の細l:iiが多数存在し、~んに述
勤していることが報告されてきた(FU)llet a1. 1990)。この桜ならせん前群は、らせん伝i分
離装目(Fujiiet a1. 1990)が開発されるまで分離不可能な細I泊の つで、分自雌純培長曲に
て増殖特件を検討した結果、寒天平版I帯地ではコロニーを形成できず、液体情義において
は寒天を加えた下流動培地でのみ生f1可能であることが判明した。これらのらせん的は次
節で述べるが表現形質において新規であるため生息環境や生態学的特徴が不明である。特
に貧酸Æで粘J1[が高いくさやれでのみ分離されている~jJ:たからその生息環境について興味
が持たれるところである。本菌群の.trIM雫適酸素濃度を検討したところ、嫌気環境では発
育しなかったのに対し、およそ 6%の酸点濃度で良好に発育し本的群が微好気性細的であ
ることが示占れた(児嶋 1994)。また、 l.流動培地中で本菌群はIiT地会1mから 5mm将位の
深さでバンド状に増嫡し、 pHや食指濃度を変動させることで附角川口の位慣が変化するこ
とが観察されている。以上の研究報山から新規らせん菌の!¥'f/舶は般点分圧に最も影響を受
けやすく、別刑のために至適酸点分rf.を有する環境へ移動していると与えられた。そ己で
本節ではくさや汁が粘性をおびた池体であることに注目し、新規らせん的の増殖に及ぼす
培地の物性の影響を検討した。また、物性変化に伴う鞭毛の形態変化についても透過噌屯
子顕微鏡を用いて観察した。
実験方法
l供試菌株]
くさや汁よりらせん菌分離装置にて分離された微好気性らせん両 IJ7株を用いた。
l培養条件l
前培長液 0.25ml に対して試験情地 1 0ml を温釈し、 20.C、 7 円間的自培養し、その~.J:
育を肉眼で観察した。
[培地]
H7株の1首府提はTSSY液体培地(前節参照)にて行った。保イf尚 一白金耳を主角フラ
スコに分注した培地に接種し、 20・Cで振混府養(回転長沼 90rpm/mln)したものを前市
養液としてJI~いた。増殖に及ぼす培地の物性の影響を検討するため、 TSSY 培地に;寒天を
加え (0、0.5、0.75、0.1、0.15、0.2、0.25、0.3、0.35、O.t1、0.t15、0.5、0.6、0.7、0.8、
0.9および 1.0%)、試験培地とした。本メ;は普通寒天末(国p，(i化学)および低融点アガロー
スSeaPrcpagHrose(FMC Bio Products)を用いた。
!培地の物件Jf師]
普通寒天ぷ(寒天濃度 0.1、0.3%)および低融点アガロース(F'MCBIO Proc.lucts) (ア
3ろ
ガロース濃度0.2，0.6.1.0. l.4， 1.8%)含有1'SSY培地の物性測定は、動的粘弾性測定装位
Rheo Strp.ss RS50 (I1AAKE)を用い、周波数 1.0Hz、試料j事さ O.lmm、損度幻℃の条
件で行った。試料の物性は粘性を反映する絹尖弾性率 G"[Pa]で評価した。
i電子顕微鏡試料の作成]
TSSY 培地に低融点アガロース SeaPrepagarose (FMC Bio Products)を加えて屯チ顕
微鏡観察用試験培地を作成した。試験培地で菌株をt育英後、閣の生育している培地部分を
2%グルタルアルデヒドの入った容器に混入し、G時間室協で悶定をおこない、その後 70.C
で 10分間保渇してアガロースを完全に溶解した。t150Cまで冷却後、 lunitのβ-agarHsr
(FMC Bio Products)を加え、t15.Cで 1時間反応させアガロースを分解した。その後、
冷却遠心 (3，000rpm， 4.C，15min)にて集菌し、 仁清を除去して O.lMCl'IcodylntP bufひr
(pl-17.4)でベレットを法解し観察試料とした。
{ネガティプ染色l
試料溶液をカーボン膜を張った銅メッシユ (150pore/mesh)の仁に滴ド後、その仁から
3%酢酸ウラン溶液を加え、ただちに鴻紙にて水分を除去した。この作業を 3回繰り返し
1晩乾燥させた後、検鏡に用いた。
[透過[fjJ電子顕微鏡による観察]
鞭毛観察はネガテイブ染色した試料を、透過型電子顕微鏡(117000Elptl ron 
M iCfoscope Ii岡山i)を用いて観察した。
結果
{くさや汁由来らせん菌1--17の地殖に及ぼす寒天濃度の影響|
H7株の増殖に及ぼす培地の寒天濃度の影響について検討した結果を TabJc3-2・Ja，bに
示した。普通寒天末で調製した培地では寒天濃度 0.05---0.3%で表層から約 8mm付近に
0.3mm程度の薄い層状に生育がみられたが、 0%および0.35---1.0%の範囲では用殖が児ら
れなかった。一方、低融点アガロースにて調製した府地ではアガロース濃度 0.4--1.8%に調
製した培地で増殖が見られ、特に1.0%での生育が良好であった。
[寒天培地の物性評価}
低融点アガロースおよび普通寒天末で調製した培地濃度と G・'の測定結果を1'abJe:3・2・
1a，bに示した。低融点アガロースでは濃度の増加とともに Gドは仁昇し、寒天ぷでも同織
の傾向がみられた。
[培地の物性とらせん菌 H7株の形態変化l
培地の物性の変化が H7株の形態に及ぼす影響を検討した。 H7株の発育はアガロース
濃度 0.4---l.8%(0"において 18.5Pa以下)に調製した借地でみられ、ネガテイプ染色によ
る形態観察では (Fig.3・2・Ia.b)、アガロース濃度 0.4......0.8%の培地でtV.悔毛であるのに
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対し、1.0%から双械もを有する応体が見られ、 l.2%になるとよりl:'i1"、頗皮で双陣毛形成ナ
ることが不された。
'lablc 3ふ 1a.Eff(叫 oflow mclting agarosc gcl concenlrallon (%) and r{'hcolo炉開l
change for growth of 1I7 
Agaro田 conc.(%) o 0.1 0.2 0.4 O.G 1.0 1.t1 1.8 2.0 
G"(Pa) 。o 0.016 N.'l 1.0 4.4 11.t1 18.5 N T 
Growth + + ++ + + 
N.T.， NotωRtcd. 
Table 3・2・1b.日feclof agarose gol conconlration (%) und r{'heological C'hang('“r 
growth of 117 
Agarosc conc. (%) 
G"(pa) 
Growtb 
N.T.， Not t.estcd . 
• 
'ー
o 0.05 0.1 0.1 fj 0.2 0.3 0.35 O.t1 
KT N.T 0.44 N.T N↑ 19.2 N:(・N'(・
+ + ++ + 
‘ .~ . .  ~、
グー』
"'Ig. :1-2-1. Elcctron m icrophotograph 01' now isolatc 117 Agurosc conc. (%) for growt h 
WAS changcd. Gro抽出 on0.1 % (1eft) and 0 ~% (nghL) agarOH(' conc 
37 
、
考察
くさや汁由来の新規らせん繭 TT7株の噌殖および形態に与える培地の物性の影響を検
討した。 H7株の増殖は普通寒天末濃度0.10....0.30%で、低融点アガロースでの噌殖は0.4
....].8%の濃度で観察された。両寒天において増殖口J能な濃度および至適濃度に違いがみら
れたが、動的粘弾性の測定においては普通寒天点と低融点アガロースのσ'は増殖可能寒天
濃度およひ'至適寒天濃度でほぼ一致し、らせん菌の増殖に寒天の濃度は関係なく用地の物
性が大きく影響を及ぼすことが示唆された。これらの結果とらせん菌の増植は酸系濃度に
依存し嫌気環境では増殖出来ない(児島 1994)事実から、寒天を含まない培養液では歯体
を至適酸素環境に維持出来ずに沈んでしまうため噌殖せず、 2寒天の濃度が増加すると蘭体
がゲルのマトリックスに固定され、運動性が抑制されるため増鑓できないと与えられた。
実際にらせん菌の増殖帯は倍地巾の酸素分圧によって深度が変イじすることから、ゲル中で
至適階素分圧環境を棋索しながら上下に移動していると推測された。また、寒天濃度と双
極毛形成の関係を電顕で観察すると G"の増加はらせん菌に両極毛形成を促すことや、液体
府地中でも穏やかに振とうすることで単組毛の菌体で増殖することから、らせん蔚は増殖
環境の G"の増加に対抗して運動能力を強化し至適酸素分圧環境にあわせて移動している
と考察された。以上より、らせん菌の増殖は酸素濃度に援も影響を受け、宅適環境を保つ
ために、 G"の増加等の運動性の抑制悶子に対抗して鞭毛の形成を調節していると推測され
。?
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第3節 168 rRNAおよびDNAgyraseβサプユニット遺伝子を用
いた新規らせん菌群の分子分類
本章第1節における分子分類学的子法によるく占や汁中の優勢制IA:If{Jの解析では険tH
されなかったが、従来よりくさや汁には顕微鏡観察においてらせんI~Iが多数存存している
ことが知られ (Fu]iiet a1. 1990)、くさや汁中での役刑やrh来について関心が持たれてきた。
しかし、これらのらせん菌は通常の寒天培地ではコロニーを形成せず(村 1989)、機体j白
地においても的目培設では増舶できないことから、それらの培長特刊:および表現)f~質につ
いて不明な点が多かった。近年、、句研究室主のおいてらせん菌分離袈抗が考案され(FUJ1 ('l 
01. ]990)、くさや汁より 2種類のらせん菌を分離することに成功した(林 1989)。林は分
縦されたらせん出iは大型で平板前地において発育できない群と小明で、ド般問地でコロニー
を形成する群に分けられ、これら 1川l~群の同定をdみた結果、地舶に食j誌を要求し、らせ
ん状で、 coccoidbodyを形成するため Oceanospirillum属細函であるが点現形質において
新種であると報告し、児島によっても同僚の結果が報告されている(児島]mH)。
OceanospirJlum属細菌はこれまで治作海水のNilltamseta1. 1957， Baumann eta1. !!)72， 
lIylemon et a1. 1 D73， Linn et a1. ] 978)や腐敗した只頬の穆1j住 (Wat.anabe I ~) !j!) . 
Terasaki 1972. 197:3， 1975. 1979)から分離され、別刑に食庖を要求し、らせん状形態であ
ることが特徴である (KriegJ 984)。らせん状形態を有する細的は他に Spiri//um、
Aquaspiri11um、Magnetospia11um、Campylobacter.、Heli∞bacterもの怯が切られてい
るが、海洋性または好塩性のものは Oceanospid11um属のみである。本属は 1992年の1時
点で 12種(5 III~純を含む)で構成されているが、 3持については形態学的にその分知学
的位置に疑問が持たれ、 rRNA-DNAhyhrlCjizatlOnの結果これら 3持を合む4種について
良正 Oceanospiri11um属とは相伺件が侭いことがm摘され、分類学的に検討を要すると巧
えられてきた (Potet a1. 1989. 1992， IIamana et al. 199-1， Sakano <lnd Yokota 1991)。く
さや由来の新規らせん菌はこれまでの研究で OceanospirJ1um属に分野lされているが、分
知学的に本属は不均一であると考えられているため、新規らせん前の分類を行う kで4:k~
を分類学的に再検討する必要があると判断された。
そこで本研究では J6S rRNA J~~~t配列を用い、 JI~J'!fが困難であり、 J<現形質による分
類が閑難であるくさや汁由来のらぜん闘の分類およびその系統学的作目を明らかにすると
ともに、分額学的に混乱している OceanospiriJJumk~細磁の整即統合を試みた。しかし、
16S rRNA遺伝子の庖基配列は向い選択圧により、多くの却位において変異を語払しにく
く(Yamamotoand IIarayama ] 995)、近縁の生物問ではその配列はほとんど同じである。
このことはrRNAの構造が進化的に離れた貞級生物でも頬似している点やタンパク何作成
の場として生命活動に欠かせない分Fであることからも推測される。実際、持レベルの解
析において 16SrRNA遺伝子の結果と全遺伝子レベルでの相同件J例法である DNA-
DNA hybridizatlC)Oのような信頼件の高い従来法の結果が食い違うケースがしばしば路町
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され (Fo.xet a1. ] 992)、より近縁の細菌磁についてはより解像度の高い遺伝チで解析する
必要が認められている。そのため、最近、 lGSrRNA遺伝fよりも速い分子進化を行うタ
ンパク質構造遺伝子のi話基配列を用いて系統解析を行った報告が続々となされ、極または
亜栢レベルでの解析に有効であることが示された(1'akcwakiet a1. H)94， Vi<lJe ct a1. 
1994， Yamamoto and Harayama ] 995. 1996， Morse et al. ]996. E:dg<，JI ct a1. ]997)。
Yamamoto etal(1995)は16SrRNA遺伝子では解析が不十分であったAcinctobacter属の
系統関係を DNAgyraseβサプユニット遺伝チに基づいて解析したところ DNんDNA
hybridizationの結果と一致し、さらに PseudomonasputidaにおいてもfriJー 純内でのサプ
グループレベルまで解析できたことを報告している(Yamamot.oand Ilarayama 1996)0 
DNA gyraseは二本鎖DNAの両鎖を切断再結合させる酵素で、 DNAの複製に必須である
ため、すべての細菌種に存在すると考えられている。山本 ・原山 (1996)は DNAgyrase 
遺伝子を系統解析に用いることの有効性について、 Aci刀etobactel'ft，縄問における 16S
rRNA追伝子の場基置換のほとんどはrRNAの二次構造を保存する形でおこる補償的指品
置換であり、これら塩基置換は系統の分岐後の時間経過を反映していないのに対し gyrB
における塩基誼換は同義的趨基置換であるため系統関係をより反映しやすいと説明してい
る。本節で検討している OceanospinJlum属細菌には5つの亜極が含まれ系統的に非常に ・
近縁である種で構成されていると考えられるため、種、亜種さらにはサプグループレベル
まで解析できる本遺伝子をこの属の系統解析に応用することは有効であると考えられた。
また、原山ら(1997.未発表)のグループを中心に様々な細菌種の gyrB塩基配列が決定さ
れ、データーベースに蓄積されつつある。特に HaJomonas科を中心とした海洋細菌の梅
基配列の数は ]6SrRNA造伝子と同じ位充実しているため、 OceanospinJlum属細菌およ
びその近縁細菌との系統関係を解析するうえで有効であると考えられた。
以ヒのような背景をふまえ、本節では分子生物学的手法を用い、表現形質では分類が困
難であり、かっ、分類学的検討が必要とされている Oceanospiallum属について分類学的
再検討加えるとともに、くさや汁由来の来同定らせん菌群の分類を行った。
実験方法
[供試商]
新島くさや汁よりらせん筒分離装置にて分離された大聖のらせん菌9株(l-ltI，7T、SP1
--7) (林 1989，児嶋 1994)、平板培地より分離された小噌のらせんl適(P2、KT)(Fujii 1972) 
および OceanospiriJ}um属細菌全種(生物種名および株番号は TabJe3・3・1)を用いた。
新規らせん菌 H7Tおよび SP5は JapanCoJJection of Microorganisms (JCM)に JCM
]0129、101:30として寄託した。新規らせん菌の増殖はTSSY下流動培地にてお℃ 週ー間
で行い、縦代培養によりlOOCで保存した。大型のらせん蔚群は液体明地巾において静置培
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養では生育せず、また、平板培地上においてもコロニーを形成しないため、大詰府提は
TSSY液体培地にて回転仮とう(90rpm/min)させることにより行った。小型のらせん歯お
よび Oceanospirillum属細菌の培養はInstitutcfor Ferment.ation 08aka (1 FO) および
American Type CuJture Collection (ATCC)のマニュアルに従った。
i形態観察]
細胞の形態観察は走査型電子顕微鏡にて行った。観察試料を終濃度 2%グルタルアルデ
ヒドで2時間固定後、 Nucleoporefil切r(0.1μm pore size)で溜過しフィ jレター上にl吸着
させた。フィルターを 50、旬、 87.5、94、97および99.5%エタノールの順に 15分間長し、
エタノールに完全に置換した。さらに酢酸イソアミルに間換することで試料を脱水した。
脱水した試料は臨界点凍結乾燥にて、完全に脱水剤を除去し、金蒸清を行い観察に供した。
鞭毛は 2%酢酸ウランにてネガティプ染色を行い透過型電子顕微鏡で観察した。グラム染
色性は Huckcrの変法(東京大学医科学研究所学友会 1988)により行い、運動性は位相足
顕微鏡にて観察した。
l産i体脂肪酸の分析j
TSSY培地にて培養した対数増殖期の細胞を試料とした。情義後遠心分離にて集繭し、
3%滅菌食犠水にて2回南体を洗浄した。洗浄菌体より Bligb& Dyer法(J958)により脂質
を抽出し、得られた脂質を A.O.C.S法 (1990)に準じてメチルエステル化し、ガスクロマ
トグラフィーにて脂肪酸組成を分析した。ピークの同定は S¥.1pe1co社の細菌脂肪酸様品の
リテンションタイムとの比較により行い、分析条件はカラムとして Supelcowax-10を用い、
GLCの運転条件は Supelcowax社の細菌脂肪駿様品のマニュアルに従った。
[イソプレノイドキノンの分析]
山田 ・倉石の方法 (1982)に従い行った。菌体脂質中のアセトンI:IJ溶凶分をシリカゲル
薄層クロマトグラフにて展開し(展開溶媒 :ベンゼン)、標品(ユピキノンおよびビタミ
ンK)のRf値との比較によりキノンタイプを同定した。イソプレノイド側鎖の決定は1'LC
にて展開後、ユピキノン画分をかき取りアセトンで抽出し、 HPLCにて行った。 IIPLCの
分析条件は移動相としてイソプロバノールーメタノール (3: 1)を、分析カラムは
(Cosmosil C18 Econopak; Nakarai)を用いて 275nmの吸収をモニターすることにより
行った。
[DNAの抽出]
Sambrook et a1.の方法 (1989)に従い抽出した。液体培地にて培養した細胞を遠心分離
にて集菌後滅菌人工海水にて洗浄し、 TE緩衝液 (Trjs-ED1'A buffer， pH8.0)に懸濁した。
懸樹液に終濃度0.5%になる様に ]O%SDS水溶液を加え溜歯させた後針。tejnaseKおよび
フエノール ・クロロホルム処理を行い核酸分解酵素を失活させた。得られた溶閣液からエ
タノール沈殿により DNAを回収した。回収された DNAは RNaRC八により RNAを除去
した後フエノール ・クロロホルム処理を2回繰り返し精製した。
1] 
[DNA-DNA hybridizabonJ 
DNA-DNA hybridizationはEzakiet 0.1.のマイクロプレート法(1989)に準じて行った。
精製DNA(200ng/welJ)をELISA用マイクロプレートに問者させ、フォトピオテンで持
識した DNA(7.5μg/10ml)と:370Cで2R、?悶 hybridizeさせ、その結合割合により交雑度
を求めた。フォトピオチンラベル DNAの4食出はperoxidase傑識ストレプトアピジンをピ
オチンに結合させ、peroxicJl'Iseの基質である1.2・pbenylenediamincと反応させ tl90nmの
吸光度を測定することにより行った。交雑度はサケ精子 DNAを対照 (0%)とし、 ラベル
DNA自身の吸光度を 100%で表した時の試料の|政光度を%に換算することで算出した。
16S rRNA J遺伝子の増幅と RFLP解析}
PCR法により約 l，500bpの 16SrDNA断片を増幅した。増幅に使用したプライマーは
真正細菌ユニバーサルプライマー(平石 1995)である 27Fおよび 1492R(5'-GGCTACCTT 
GTTACGACTT-3')で、 PCRは本草 1節と同じ条件で行った。得られた増幅産物の佐認は
1.5%アガロースゲル電気泳動後、ゲルを臭化エチジウムにて染色し行った。
RFLP解析には PCRにより得られた DNA断片を用いた。 PCR産物をポリエチレング
リコールにて沈殿後、各種制限醇素 (EcoRI、Hindll、MboIおよびAJuI)にて切断し
6%ポリアクリルアミド電気泳動に付し得られた泳動パターンを解析した。
[16S rRNA遺伝子配列の決定]
DNAデータベースに未登録の Oceo.nospinllul12属細菌 (o.linum以外全種)および新
規らせん菌 H7TおよびJ{T株の l6SrDNAの塩基配列を決定した。前車2節と向織の方法
で PCR産物を精製し、全自動シーケンサーにて配列の決定を行った。使用したシーケン
スプライマーの位躍は前章第3節 Fig.2-3・1に示した。
[DNA gyraseβサブユニット遺伝子塩基配列の決定]
データベースに配列の登録されていない 0.minutu1um、 0.maris sub叩 -
hiroshimense、0.marisも;ubsp. wi1iamsae、0.beijerinckjj SI治可 beijerinckii、0.
mu1bg1obuhferum、0.jo.ponicum、0.krJgijおよび新規らせん蕗(H7T、KT)のDNAgyrase 
βサプユニット遺伝-f-をYamamotρ・Harayamaの方法(1095)で PCRを用いて増幅した。
本遺伝子の前半約 700hpをPlプライマー (5にGMGTCATCATGACCGTTCTGCAYGC
NGGNGGNA八RTTYGA-3')および UP17プライマー(5'-TGT八AAACGACGGCCAGT八八
YTTNGGNTCNGGNACYTT・3')にて、前半部分と約 J50bp重なるように後半の 700bpを
UP・18プライマー(5'・GAAGTCATCATG八CCGT1'CTGCAACNAAY AA YATHCCNCA-3') 
およびP2プライマー(5'-AGCAGGGT ACGGATCTGCGAGCCRTCNACRTCNGCR1'CN 
G1'CAT・3')で増幅した。増幅された断片はポリエテレングリコール沈殿にて回収し、Taq
DyeDeoxyTM terminatur cycle sequencing kit (AB1)を用い蛍光ラベルした後、自動シーケ
ンサー (ABIモデル:373A)にて電気泳動を行い堀某配列を読みとった。シーケンスには
増幅用プライマーを希釈して用いた。得られた配列を DN八srsにて編集し、およそ1，200bl1
のDN八断片の配列を決定した。
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r OceanospirilJum k(:.細菌および新規らせん両の系統分類j
Oceanosρir11um属細菌および近緑の細州のlGSrDNAおよび DNAgyra冊 βサプユ
ニット遺伝子出基配列を用いて、系統樹を作成した。進佑~Il離は Kimura の 2 ハラメータ
一法 (1980)により算出し、 NJ法 (Sぉitou and Nei 1987)により系統樹を作成した。進{じ距
離はプライマー結合部位およびアライメントギャップを除いた領域を川い、 Clusl.バIWコ
ンビュータープログラム (Thompsonet a1. U)94)にて計算した。系統樹の作成に用いた配
列および生物純名は Tablc3-3・1にAした。
Table 3-3-1. Dpslgnatlons andJor aC'仲間lonnumbers of lhp gpnus JUarinospin/lum nnd 115 
relat.od b吊ct，erll1analyzed 10 thlS 51 utly 
Specles Slrnins. AcceSSIOIl no b 
MarinospirilJum minllwlum ATCC H1l93T(= 1F015.11)()η 八1300G7sHb 
λ，1arlllospi刀'JJummegalerium fl7T(= .JC~ll 0129T) 八BOOG770b 
MarinospiriJJlIm meg.'1lcrium SP5(= .JCM10J 30) 
Maril/ospirillum insuJaris l{T ，b 
.MarinospiriJJum insularis P2 
OceanospiriJJum linum IFO 154-18T(=八TCC113:36勺 M!t:.!:Ifi5 
OceanospinJlum maris subsp. 八TCC:n509T 八B006771b 
mOrJs 
OceanospiniJum maris subsp・ IFO 1:3616T 八日OOG7G:lh 
hiroshimcnse 
OccanospiriJJum maris subsp. IFO lSI68T(= ATCC29fi.17η ^ßOOG7G:~b 
wJIJiamsae 
OceanospiriJJum beijerinckij subsp. WOlろ1)15T(= ATCC 12754 T) ABOO(~7(iO b 
beijerinckii 
OceanospinJJum beijerincklI subsp. IFO 13612 T(= ATCC 33337勺 AB0067GI b 
pelogicum 
OcearlOspinJJwn IFO 1361'1 T(= ATCC 33336勺 A8006761 b 
m uJtigJobuJiferum 
Oceanospiril1um japonicum ATCC 19191 T(= 1 FO 154.16勺 ABOOG7f>G b 
OceanospiriJJurn kriegII IFO 15467 T(=八TCC27183T) 八8006767b
OceanospiriJJum jannaschii IFO 15.166T(:ATCC27135η AB0067G5b 
OceanospiriJJum pusJI)um JFO 13613T(= ATCC 33338勺 八日0067G8b
DeJ，ξya saJina X87217 
Halornonas eJongata X()702:~ 
Marinomonas vaga X67025 
λlarinobacter XG7022 
hvdrocarbOlJoclasticans 
Vihrio parahaemoJyticus M56580 
Eschcrichia coli J01859 
Proteus vuJgaris X07652 
• ATCC. Ameriran行peCulture Collection， Rockvule， Maryland. L1SA， lFO. Instl1ut(' for 
F'ermt>nl ation， Osoka， Jupan; and JCM， ，Japan Collpction of Microorganlsrns. Sail Ama， Jnpnn. 
b Sequl'nced 16S rRNA genp in 1 hls st udy. 
Tηpe sl rain. 
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結果
[形態観察]
新規らせん的iHYI' (大型のらせん肉)の電子顕微鏡写真を Fig.3・3・l，a，bにぶした。r[7'1 
株においては蘭体の長さが約 10μm、細胞|宜絡が 2.5μmであり、 1細胞あたりのらせん数
は 1.5から 2巻きであった。グラム染色性は陰性で栄養細胞の形態はノ任てらせん状であっ
た。位宇目差顕微鏡観察において本菌の栄養細胞は活発に運動し、ネガティプ染色による鞭
毛観察でも束状の両極毛を有しているのが確認され、木簡は鞭毛により運動することがぷ
された。また、本章前節で述べたが、本摘は想天を含まない階地で倍長することで巾他ち
のみを持つ菌体が観察された。本街は上告義7日間以降coccoidbodyを形成するがが知られ
ているため、 coccoidbodyについても観察した(8'ig.3・3・1.c)。本歯のcoccoidbody は完
全な球状であり直径は2から 2.5μm、鞭毛様の突出物が観察された。
P2株の SEM写真を Pig.3・3・]，dに示した。本的も典J目的ならせん状をポし、|均体長
は 2から 5μmで直径 0.5μm、グラム染色性は陰性であった。写真にはぶさないが本摘も
ji町樋毛により運動し、培養7rl目以降，coccoid bodyを形成することが観察された。
‘・ ??
Fiほgふ
vcg餌it凶at“ivecoll of H7T (a吟)，(閃:均oc∞cO飢ldboby (，化c).and vegj も凶at“ivece日of P2 (伺d)r、、匂gativo staincd cα，1 ο r I刊lげ7T(φb) 
observed by TEM. Bar= ]μm. 
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T8ble 3ふ 2fstlya白d∞mp帽比tonsofnew刷 i山事 11tand I{T and 
O. minutulum ATCC 19J93T 
Fouy 附 .d “m 
1171 K1 T^CC 19193' 
140 I.l> 111 11 
;-160 lr 
8-J50 lr 
16'0 ~H9 .100 4:.8 
1&1 (n.7) 4211 16.1 326 
17.0 lr 1.1 
18:0 l!，6 ñ， :~ 14 
181 (n7) 2.¥自 341¥ 209 
181 (n-9) 2a 08 
182 lr lr lr 
a n臥 d"l肘 1<'<1.
M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 M 17 18 19 20 20 22 23 
M : 100bp ladder 
1 : SPl 
2 :SP2 
3 :SP3 
4 :SP4 
5 :SP5 
6 :SP6 
7 :SP7 
8 :H4 
9 : H7T 
10: KT 
11 : P2 
12 : 0.minu包'.Jlum
13二0.linum 
14 : 0. mans subsp. mans 
15・:0. mans Sl由 sp.hiroshirnense 
1も二0.mans sul、sp.wI71iamsae 
17・: 0. beiJen"nckii subsp. befjen"nckli 
18 : 0. beiJen'ncku' subsp. pelagicum 
1も:0. multiglobuliferum 
20 : 0.kn"elJ1i 
21 : 0.jannaschi  
22 : 0.japonicum 
23 : 0.pusl71um 
Fig 3-3-2. Electophoresis of amplified 168 rDNA of new isolates and 
Oceanospirillum spp. by PCR method. 
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[RFLP解析|
新規らせんE湖畔および 0.minutuJumの ]68rDNAの制限跡指切断パターン(EcoH.I 
およびHindllりをドig.3・3・3にぶしたc 人-F?!のらせん碕群日使JHした今ての制限時ぷでhiJ
ーの切断パターンを示したが、小型のらせん両群および 0.mjnutuJumのEcoRIによる
切断パターンとは異なった。また、小引のらせん筒群は品・'ndlllにおいて 1カ所で切断さ
れるのに対し大明のらせん筒群および 0.minutuJumは切断されなかった、従って、件以i
群内では均 でーあるが菌群問で辿仏-子的に14純であることが'1ミされた。
A 
B 
M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1I 12 
M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 
M: 100 bp laddcr 
1: SP 1 
2: SP2 
3: SP 3 
4 :SP4 
5: SP 5 
6: SP 6 
7: SP 7 
8: H 4 
9: H 7r 
10:KT 
1:P2 
12:0. minululum ATCCI9193T 
Fig.3・3・3.PCR RFLP analysis of ncw isolales (SP J -7. 1'1， 17T， 1<. P2) and 
0. minutulum ATCC19193T obtain<，d by digcstion of円、Rドroductswith 
rcslriclion p.ndonucleases &oRI (^) and Hind II (B). 
f168 rDNAに Lる新規らせん菌群お主びOceanospiI'1JJumH.14制1I1iの系統関係1
RFLP 解析により新規らせん向~t'(:Ll.u学内で泣伝的に均 である止凡なして、J7Tおよび
KT株を代表林として選び、 168rDN八取法配列を決辻・したのまた、新たに決定した
OceanospialJum属細菌の 168rDNAおj.，び既知の近縁組l以iの削タIJを川いて新規らせん仰
とのね1丙l性を比較した。H7T紘It KT株と simplchomology γおいて 98.6%の 0.
minutulumと1198%の相向性がみられた去た、KT株と 0.minutu/um との問でも !)8.: ~%
の相同叫がみられ、これら 3稀の細伝i群は Oceanospirillum>>~創11 出j とは相同牲において
90%以ト.であった
OccanospirJ1um属内においても 0.linum、0.maris ( 31 l~柿を合1s)、 0. bOJ)・'orinckl・i
(2 rm柿を合む)およびO.muJtigJobuJiforum はそれぞれの約1M']札が加%以上であったのに
対し、 0.japonicum、0.jannaschij、0.kriogiおよびO.pusilJum ~ 1 90%以 1.のねJ[.iWI:
を持つ稀が Ocaanospirillum属内にHイバぞしなかった
これらの鮎叉をより系統学的に正織に解析するために溢)~~I~~換唱に補止を加えて、進化
野離を計算し、系統樹を作成した(F'j区.3-3-4・a)，新規らせん街2極付 O.minutu1umとと
もに一つのクラスターを形成し、;虫、1'1または近紋の既知の細!基i~ITi IよイFイ1-しなかった
Oceanospirillum J/.r¥のTypespeeicAである o.linumをIjl心に0.maris ( :3illi栂を~t.r)、
0. belj'erincku・(2i匝稀を含む)および 0.mu1tiglobu1iferumはつのクシスターをj隠1&し
た o.maris の ~3 Itr:稀および 0.b(J1j'crinckiiの 211E柿の KilucU:ぞれFれ0.001以トで、
本遺伝子ではrli純問の配列にイt'立な違いを凡いどせなかった O.japonicum、O.
jannaschu， 0. kricgijはγ-protcobactcria(St.ackcbrandt eta1. 1988. Murray ctal. l~mO) 
内で分散し、データーベ」ス内にこれらの細簡に減、liする積あるいは.i[r紋であるやf¥lJJ，t!v、
だせなかったι o.pusil1umはα-protcobacteria(St4ck('brandl ct a/. 1988. Murray cf 81. 
1990)に属していたが、近縁種は特定できなかったの
fDN八gyra即 日サプユニット遺伝子による系統解析|
PCR法によ り地I附したDNAgyra即 日サブ‘ユニット遺伝子 (IiJ'1ι止LLび後半の700hp) 
の泣気泳動写以を Fig.3・3・5~こ示した。 また、 I)NA 即日開。サプ」ニット遺伝子仇!タ1) l 
り作成した系統樹を Fig.3-3-4・bにぶしたω 作成した系統樹は 1GSrDN八のものとIliJ織の
クラスタリングをぷし、新規らせん的・と 0.minutu1umは Ocoanospirillum属とH阿u"て
つのクラスターを形成した。アミノ椴配列の本Illr;)1ド1:においては KTおLび 0.minutu/um 
は 17I'に比べより近縁であることが示されたe
.!1;tE OceanospiriJlum (α jinumクラスター)紙もーつのクラスターを形1Jtし、ぷら
に、O.marisの3直椅および 0.bOJj'eri力ckiiの2!lIHiJ1の同一積内でのアミノ酸配タIHJ 放
した。また、0.japonicum、0.jannaschH、0.kriogilよγ-protcobactcriaに0.pusiJlum 
lよα-proteobactcriaに分散し、16S rDNAの結*を土持した。
PIF-UP17R UP18F-P2R 
M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 M 1 234 5 6 789 
M 100bp ladder 5・ob6j6n'nck!I・subspbeu'erincki 
1 H7T 6 : 0 mu/tゐlobuli{erum
2. Kl 7・0.kri・OIfI
3 : O. maris subsp. hi均shimcnsc 8 . O. japonicum 
4 : 0 maris subsp. williamsae 9 . O. mmutulum 
Fig.3・3・5Elcctrophoresis 0(' amplified I)NA gyr('s('β・subunitgcnc of new isolatcs and 
Oceanospinllum日pp.PIP・UPI7){and UPJ8F・P2Hpnmcr sets wcre US('(!IO amplJfied 
lhis gencs. 
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(a) 168 rRNA gene 
←→ 
J/alumuna:r elongata 
VoIcaniella eurilur/ina 
0<"ωnospirillum. minutu/um 
O. mulJiglobul砕rum
O. heijerinckii subsp. heijerinckii 
O. heijerinckii subsp. pelagicum 
O. mari:r subsp. K'ilU1msae 
O.maバssuhsp.maバs
O. maris subsp. hiroshimense 
O.linum 
Marino加cterhydrocarnoclo~1icans 
Vibrio parahaemulyticus 
Proleus ~'ulgaばS
Escherichia coli 
O.pusillum 
(b) DNA gyrase B subunit gene 
。悟
ト→
Ocean仰がrillumjaponicum 
lJプr
O. heijerinckii subsp. pelaKicum 
ο. heijerinckii ~uhsp. heijerinckii 
ο. mul1iglohuliJerum 
O.linum 
O.maバ)'suhsp. hiroshimense 
O.maバssuhsp. K'illiam:o.ae 
O.manu'suhsp.mans 
Marinumunas ~'aga 
M. communI$ 
O.jannaschii 
O. kriegi 
O. pusillum 
F'i ~.3・3・1 . Phylo!，enehc trees based on 16S rRNA似mc(a) anrl DNA gyrase B subunit (b) 
of n('w hcucal bacterja and Oceano勾1IrillumSp(l. 
(DNA-DNA hybridization] 
'r';:山le:3-3・3にDNA-DNAhybridiz:Hionの結果を示した。 JI7T、 KTおよび 0.minutulum 
のこ汗においてそれぞれ 30%前後の相向性が認められたのに対し、0.linumとは
hybriclizcしなかった。真正 OceanospiriJJum内ではhiも相同件の低かった0.Jinum対0.
multigJohuJJ・ん'rumにおいても]7%の相lnJ性が認められた。 0.japow'cum、0.jannaschJI， 
0. kricgii・およびo.pusiJlumは本実験において相If，，]fl:のある1泊純はみられなかった。
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Table 3ふ:1.Levels of DNA-DNA rcas銃犯:ialionbctw凹 nnl'W I問 lalωand仕e創 10伊Iril/um~1凡・町内
% fu-Itll.(>tln('ssωhlhC'lt>d DNA Crom 
Sou同巴orunlabdedONA 
1l7T ATCC 1!l193T IF'O 1544ST 1F013GI2T 
M mC{Jatl'rium 1f7T (;= .ICM 10 129T) l凶 九2 7 。
SP1 89 28 7 N.D 
SP5( = JCM 10日0) 100 28 7 N.D 
M. minutulum ATCC 19193T 28 100 5 7 
M. insuJaris KT 36 41 10 N.D 
O.linum 1勺 15448T 5 8 “)( NO o.man古sub!<p.hu刀shimcnseIFO 1~6 16T 12 7 :l7 N.D 
O. beijen"nckii subsp. baijerinck.i IFO 15445T 4 6 21 9G 
O. beijerinckii !>'"Ubsp. prlalJ1cum 11"0 1 3G J 2 T G 5 N.O. 100 
O. multiglobuJ/:ゐ'rum11"0 13Gl4T 8 8 17 N.D 
O.japonicum ATCC 1!)J9IT 12 日 7 N.D 
o.jJU1DIJsc!J1I IFO 151¥GGT 2 6 9 N.O 
O. krielfIi IFO 15467ヤ 7 8 10 ND 
O. pusiJlum 1 FO 13613 T 2 2 2 N.D 
Abbrevialions: 0， Oce.?/1OspiriJum ;舶 dM. MurinospiriJlum . 
N.D.， Nol cJ('lermineti. 
考察
形態的、増殖特性、生化学的性状、的体化学成分分析および系統分知的特徴を検.Mした
結果、新J向指くさや汁より分脱された 2つのタイプのらせんaJは好塩性らせん菌の新種で
あると判断された。形態学的検討において2種の新規らせんl辺とも栄延細胞は時J何りの
らせん状であり、反時計四りにらせんしている0.pusJ1]um (f('ras<lki ] 979)を除く
Oceanospiri11um属と同じであった。また、0.jannaschiiおよび O.kricgiiの形態はらせ
ん形というよりコンマ形に近いことが報(与されており(potel a1. ] !)9~)これらの純も0.
pusilJumと同横に形態的に異質であった。
主要な表現形質では0.mIJwtu1umおよび0.pusillumは6fl酸塩還元能を有する点、0.
japoniωmは coccoidhodyを形成しない点で他の栴と見なることが報告されている
(Krirg 198-1)。その他の主要性状においては本属制的内で追いはみられず、種のlu)定は栄
持要求件、グリシンおよび肌71般耐性、科穐醇素r;c件の違いにより行われる (Krjrg) n8-1， 
POI 1992)。新規らせん的の表現形質は吋研究室の林および児島により汀細に検討されてき
たが、好品i性でらせん状の形態を有する細簡は全て OceanospJrJilumJi~に分類されきた歴
史的背民により(Krif'g1984)、分離されたらせんじilは便宜的に Oceanospirillumk.J;lに分類
され、他の Oceanospini1um脳細菌と表現形質において有怠な相違点カSJi~ 、だせなかった
ため、これら菌群の分知学的{立町は未解決であった。特に、1I7Tに代衣される大唱で微好
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気環境を好み、寒天平板上で発育しない蔚群は極端に発育条件が限られているため表現形
質による同定では正確な分類位置は特定出来ないと考えられた。また、J{T株の長現形質は
硝酸塩を還元し、胆汁酸およびグリシンに耐性である点で0.minutuJumに類似していた
が、増殖温度および食塩濃度が異なると報告され(林 1989，児嶋 1994)0. minutulumと
同種であるかは確定されなかった。
形態的特徴や表現形質はしばしば、菌の発育や存在する環境に左右される事が知られ
(Nakayama et aJ. 1996， Bovil et al. ]99η、同定結果に多大な影響を与えると考えられる
ため、より普遍的な評価法として菌体化学成分の分析が行われる(駒形 ]984)。本研究で
は新規らせん菌および0.minutuJumの脂肪酸組成、イソプレノイドキノンの分析を行っ
た。脂肪酸組成については3菌種に共通して、 16:0、]6:1、18:0、18:1が主要脂肪般であ
り、 H7Tにおいて若干 JSO、anteiso・15:0および 17:0が検出されたに過ぎず、有意な足は
みられなかった。これらの薗で主要であった脂肪酸はグラム陰性歯において通常倹出され
るものあるが(Wilkjnson1988)、Sakaneand Yokot.a (1991)は0.minutulumの脂肪般車n
成において 14:1、ヒドロキシ脂肪酸が存在することを報告している。本実験では脂質を抽
出した後メチルエステル化しているため、主に細胞質膜由来の脂質の脂肪酸組成を測定し
たのに対し、 St1kaneは凍結乾燥歯体を崩酸により加水分解した後メチルエステルイじして
いるため、外股の結合脂質由来の脂肪酸も測定していると考えられる。そのため、本実験
で得られた結果との比較は難しいと考えられた。また、イソプレノイドキノンの分析では
新規らせん菌および0.minutuJumはユビキノンを有し、イソプレノイド側鎖は8であっ
た。この結果はSakancand Yokota (1994)の報告と一致し、 Oceanospirillum属において
もQ・10である0.pusillumを除き問機であった。H7r株においてはユピキノ ンの他にuv
の吸収および簿層クロマトグラフの Rf値からメナキノンと推定される物質が検出され、
側鎖の長さを HPLCにて測定したところ MK・8であった。本物質は II7T株の脂溶性成分
中に非常に微量しか含まれていないため、それ以上の分析は行っていないが、大腸菌やそ
の他のグラム陰性菌においてもユピキノンとメナキノンの両方を持つことが報告されてい
ることから(山田 ・倉石 1984)、本物質がメナキノンであると推定される。 KTおよび0.
minutulumではメナキノンが検出されなかったが、微電のメナキノンが存在していてもユ
ピキノンと量的に差が大き く検出出来なかった可能性も否定できない。脂溶性菌体成分お
よびG+C含量り尼嶋 1994)の結果では、 H7T、KT株と OceanospinJJum属細菌の問を明確
に区別できないことが示された。 OceanospirilJum属細菌では脂肪酸組成およびGC含量
の結果から αjannaschJI，o.kriegJIおよび0.pusijjumは本属細菌とは大き く異なるこ
とが指摘されている (Sakaneand Yokota ]991)。
形態、表現形質および菌体化学成分分析により OceanospirilJum属紺i踊に分頬されて
いる種は分類学的に多型であることが指摘され、さらに、本属の分類学的位置についても
不明な点が多いにもかかわらず、 1990年以降分類学の分野で急速に普及した 16SrRNA 
遺伝子の塩基配列はこれまで本属の基準穫である0.Jinumのものが知られているに過ぎ
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ず、本版の分知学的研究が立ち後れていることを示している。 ~6Jf J"ëでは新脱らせん l冶 2
種を含めた好j益性らせん菌全掩の分~!学的位置について 16S rRNA迫伝チおよび DN八
gyraseβサブユニット出基配列を刈いた系統学的検討を行い、これら I泊併の分頬，.{'(t~叩即.
統合を試みた。 HiSrRNA遺伝子における制向性検索および系統解析の結雫、 0.1wum、
0. maris(3虫砲を含む)、0.be1j・uinckii(2亜陪を含む)および0.mu1tiglobuhferumで構
成されるクラスター、 H7T、KTおよび0.minutu1umで構成されるクラスターにλ別され、
0. japonicum、0.jannaschii、O.kriegiiおよび0.pusi・J1ull】はどちらのクラスターにも
属さず、相向性検索においても 90%以 kの相向性をもっ細的利は介ιしなかった。 0.
japonicum、0.jannaschu、0.kricgiiは二つのクラスターらj慌γ.pr・o(.cobactrrwに似し、
O. pusiJJumはα.prot.eObact-C'l・laにMした。そのため、 Potct a1. (1 ~)89)により指摘された
ように、0.minutu1um、0.iannaschJI， 0. kri匂11および0.pusil1umは明らかに 0.luwm 
を基準栴とした場合の OceanospiriJlumIAとは系統的に離れていると解釈された。 -般に、
16S rRN八J.ii伝子の相向性が 90%以下の場合、属レベルで見なると与・えられていること
(Stackcbrandl et al. 1994)、実際に ON八.DNAhybridizat.ionをこれらの蘭純で行うと
hybriuizeしないことから 16SrRNA迫伝fによる解釈は妥吋であると考えられた。しか
し、 rRNA.DNAhybridizationの実験において Potet a1. (1 H8!))は0.iaponicumを
Oceanospirillllm属に加えることを抗出しているが、 lGSrRNA迫伝fの比五品配ダIJの判IflJ
性から本純は Oceanospirillum民のどの細菌韓ともクラスターを形成しないこと、 )GS
rRNA 遺伝子より近緑なi諸種の系統関係を論ずるのに適していると老-えられる DN八
gyraseβ サプユニット場基配列において相向性が 70%以ドと低いことから
OceanospiriJJum屈とは系統的に離れていると解釈された。この結果は DN八・DN八
hybrid iza lionによっても支持された。 O.iannaschÍl~ 0. kriegij・およびo.pusijJumは形
態および化学成分分析によっても民質であり、同様の結果を系統解析でも得た。従って、
0. minutlllum・くさや汁らせん曲 group、0.japonicum、O.iannaschii， 0. kriegiiおよ
びo.pllsillumは OceanospinJJumkf，から削除し、それぞれ新たな腐を提唱または既知の
属に統合することが望ましいと考えられたが、現在のところ後述する0.minutulumを除
いて近縁組が存花せず、また、]lalomona s 科近縁の好掘作細的のj~AJ，~配列の登録数が少な
いためこれらの伝l障の分類学的位世について決定する事は出米なかった。
系統解析において0.linumを中心とするクラスターは真IFの OceanospirillimNJSと判
断され、栄長ti求件、生化学性状等の表現形質で若干のflJflがみられるものの形態、明舶
条件、菌体イじγ成分等の主要性状でこれらl治群は頬似しており系統解析の結果と一銭した。
0. marisは3必稀から構成され、これらq布I
有無により分芳知1されている。本;，J.f験においては表現形質について検討を行っていないが、
16S rRNA.iU伝子およびDNAgyr(lf;(!βサプユニット遺伝チ出品配列において相fpJ性がそ
れぞれ 89.9%、 ~)D.5%であったこと、 POl ct al.の報告 (1!)的)で DNA.ONAhybndiztlllOn 
において 80%以上の相向性を示したことからこれら車種は系統?的には同 4 であるとやl
1)] 
断された。さらに、 Potet al. (1989)は肉体タンパク質の屯丸泳動パターンが類似している
ことを報告し、これら亜構が分類学的に非常に近縁であることをulfl閃した。従って、ふ柿
の亜種3純は遺伝的に均一であるとみなし、0.marisとして統合するのが妥当であると考
えられた。 O.bcijcrinckiiについても 21m稀が存在するが、 16SrRN八逃伝子およびDNA
gyra田 βサプユニット遺伝チ塩品配列の相同性が 100%および 995%と高く DNA-DN八
byhridizationにおいても 90%以上の相向性がみられたため、.iil伝的に均ーであることが
示唆され、 αbeijerinckii・として統合することが妥当であると判断された。
新規らせんl通H7"およびKTは 168rRN八遺伝子塩基配列と DN八gyraseβサプユニ
ット出品配列による系統解析において0.minutuJumとクラスターを形成し、 γ-
proteobacteriaに属する事が示されたが、これらの細菌群に近純である細的障は今のとこ
ろデータベース中には存在しなかった。また、 16SrRN八遺伝 fおよびDNAgyr<lS('βサ
プユニット出品配列において 3菌極問の進佑距離はそれぞれ0.01t1、 0.18以上離れており、
種レベルで分岐していると解釈された。 3ほi柄問のDNA-DNAhybridizHtionによる全i遺
伝子レベルの相同件は30%前後でAdIloc Commil，tee on R('conciliat ion of Approach(、Hto
Bact怠rialSystcmat ics (198ηの崩レベルの相向性の基準の 20%を満たし、同種のλkiViであ
る70%をド刷っているため、 3両極は|司属であるが異種であると判断された。 I7"は細胞
サイズが既知のらせん菌より大きく、微好気環境を好み、怒天、v..t反上で発育しない等の}~，\
で既知のらせんI酒、 KT株および0.minutulum と異なり、表現J~質においても新規である
と考えられてきた。一方、 KT株については0.minutulumと地殖机度および食塩耐性に浮
がみられるものの、細胞サイズが小さく、硝般取を還元できることから表現形質のみでI局
者を判別するのは凶難であったが、系統学的には種レベルで見なることが明らかとなった。
以よよりこれら 3菌種で構成される新版として Marinospirillum屈を提唱するともに、
MarinospirilJum属の新種として、 117(type straio)と K(lype strain)をそれぞれ、 M
mega卸'rJum、M insularisとして、0.minutulumを Oceanospu-illum属から
MarinospirilJum属に移し、本属細lAiの基準科iM minutuJum (法稚株ATCC19193)と
することを提Iflし、 Bergey'sManual of Systemalics Bactcriologyに必峨すべき本属およ
び新種の性状を以ドに示した。
Dcscription of MarinospiriJlum gCD. nov. Maril10spiriJJum (Ma.ri.DO.spi. ril' lum. 
L. auj. marinus， of the sea; Gr. n. s.ρira a spiral; M.L.【!Jm.neut. n. spiriJJum a smaJl 
spiral: MarinospirilJum a sma))叩 iralfrom the sea). Gram neg(ltlve， rigidly hcIJca! 
Don-sporc-抑制!uC'ing，coccoid body forming， balophilic. aerol)l(: or microaeroblc 
cbemot.axonomic anu PTIB accumulating hacteria. Moti)c by mcans of Oagc))a. Oxir1H!.;(干
is positive， Calalase is negative or J)osit ive reaction. Carbohydralcs <lrC not catahol!z<，u. 
They have g<，nomic DNA C+C conlcnts (lf -12 tβ45 mo)% (as dctcrmined by the HPLC 
method). Tbe isoprcDoidquinone typc is Q・8.The typc叩pcipsiぉMarinospiriJJum
minutuJum. 
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Description of Marinospirillum megaterium sp. oov. MarinospiriJlum 
megaterium (me.ga.tc'ri.um. Gr.川lj.mega largc: (~r . n. teras. teratis monstN， U<、ast:
M. L.n. megaterium big bCilSt)， In r1ddition 1.0 th~ charac(.criRticR引veoahovc.' in t如、
dcscription of thr gf'nus， M megaterium has the following chnr;'lcteristics. I{igld 
hclical shapcd crl18 are 0.8・1.2μ m io diametcr X 5・15μmm Irnglh and thin-wall 
coccold booy 3rc 2，0・2.5μmdiameter. SodJUm chlonne is r('!ulrrc! for growt h nod 
growth rangc of sodium cbloride concenlration i8 0.5ω7.5% (wt/vol.). 1'he opt im lIm 
growth occurrs in :3% NaCI. Thc t.('mpcrature rang<' (or growth IS ，. to 30oC. and tlw 
optimum tcmpcrat ure for growl h is 250C. The pll range for growt h l!-i1)1 7.0 to 8 5. Hnd 
th(' optimum pH i8 8.0. Cells w('rr microacrophtlie. Crlls can nol grow in uqul(l fi<'cha 
l1t static or aerobic condition wil h vigorous shHklng and on plat.cおurfaceaeroL)lcally. 
Catalase produclion is wcakly pOHitive. Gelal in. hippuratc. and starcb nrr nol 
hydrolyzed. Nitrate is oot rcduccd. DNl'Ise. and phophlilase arc not produced. 1'hr C+C 
con陀ntis 44 10 45 mol%. Th(:' typ<， stl'ain is strain H7 (= JCM 10]29η. whlch was 
isolated frolD kusaya gravy. 
DescripUon of MarinospiriJJum insuJaris sp. nov. Marinospi.nlJum il1suJaris 
(in.su.la'ris. L.adj. insularisof i~land). 10 addition 10 Ihe chal';)C'tpriRlics givcn nbov(' In 
1 he uescription of the genus. M insuJaris has t he foJowing C'haracteristics. Rlglcl 
h('lical shaped cc>lIs are 0.3・1.2μmm diamet.er X 2.5・5μm10 Irngth. Soclium chloridc 
iH rcquireu for growl h and growl h range of sodium chloride con】C('引益可nlυ.r;川r
(wlJvoω1.). The optimum growtb occurl'S in 3% NaCI. 1'he l.emperat.ure rl'nge for growlh 
is 4 to 37・C.and thc optimum 同mp('raturefor growl h is 30oC. Thc 1)11 raoge for growl h 
is pH 6.5 to 9.0. aod the optimum pJl is 8.0. Cells w('re aerophiJi('. Catalase productlon 
is positive. Gclatin. hippurat.c and starcb are not hydrolyzed. Nil r川;cis reduccd. 
DNase. and phopbatase ar(' not produced. Tolerl1nce 01' 1 % glycine and oxgal ;Hr 
positivc. The G+C content is 42 10 43 mol%. The type strain is slrain K. which was 
isolated from kusaya gravy. 
Transfer of OceanospiriJJum minutulum 1，0 the gcous Marinospirillum aR 
MarinospiriJJum minutulum comb. oov. MarinospiriJJum minutuJum (mi.nu'tu 
lum. L. dim. ncul. l'Idj. mi力utuJumvcry Jittle). Physiological. chemotelxonomlc. and 
phylogeneuc data IOdirat.e山atOceanospiriJJum minutuJum 18 morr doSC'ly rclat.('cJ to 
M. megaterium t han to OceanospinlJum linum. t he typ(' sprcl何 ofthe gc'nus 
OceanospinlJum. 1'h<.' original dC8cnption of thcぉPC('ICSgiven by W川anabe(1 ~)5!)) i8 
unchanged. 
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総括
水産発酵食品の品質は製造者の技術や経験に負うところが大きいため、製品の安定した
供給には製造中の微生物の役割や構成微生物種が解明されることが重史である。特に堀蔵
型発酵食品に存在する微生物は通常の培地では発育が不良または凶難であるため分離、 t汚
養に工夫と時間がかかり生物情報に乏しいと言える。海洋および上域においては人工培地
では発育しない細菌群が多数存在していることが従来より指摘され、この織な細菌群のn
然環境での挙動を把躍することは微生物生態学の課題であったが、近年、 PCR技術をはじ
めとする分子生物学的手法の発展にともない環境中の暗養困難な歯群の検出および分知を
培養手段によることなく行えるようになった。さらに、この犠な手法は分離されたIAI貯の
機能や形質改善に汎用され、大きな成果を挙げている。しかし、水産発酵食品中の紺1伝j群
については分チ生物学的アブローチは未だされておらず、構成微生物相の解析やこれらの
食品から頻繁に分離される乳酸蔚や未同定細菌群の分類に応対]された例はなかった。そこ
で、本研究では水産発酵食品における微生物機能の解明の一環として、我が悶の代点的な
塩純型水産発酵食品である魚醤油およびくさや汁を試料とし、分子生物学的下法を用いて
細菌相、分離細菌の食品中での機能の解明および末伺定薗群の分知を試み、以 Fのような
知見を得ることが出来た。
イカの肝臓を原料とする飛鳥魚醤油の成分および特異細菌について
(1) 飛鳥魚醤油の生菌数、化学成分および抗菌物質を分析した結果、魚醤油中には乳僚が
著量含まれ、主要アミノ酸としてグルタミン酸やアラニンが検出された。魚醤irb中の生菌
数は 105CFU/m]で優占菌種は好塩性乳酸菌 Tetragenococcushalophilusであった。本試
料は BacillussubtJljsとStaphylococcusaureusに対して抗菌活性を示す分子量約 5，000
で耐熱性の物質を含有していた。
(2) 魚醤油より分離された 11m生成乳酸菌の HDC遺伝子の存在を検討した結果、分離さ
れた Hm生成菌は全て HDC遺伝子を持ち、本遺伝子の部分配列の解析によりピルボイル
塑 HDCの活性中心および基質結合残基が保存されていることが明らかになった。また、
本遺伝子は染色体ょに lコピー存在していた。
(3) Hm生成乳酸菌の分類を分子生物学的手法を用いて検討した結果、表現形質、繭体化
学成分分析、 DNA-DNAbybridizationおよび16SrRNA遺伝子の塩基配列の解析から本
菌群は Tetragenococcus属の新種であることが証明され、新特 Tmuriaticusを能唱する
こヒができた。
新島くさや汁の成分およひit.J異細薗群について
(1)くさや汁中の全微生物数はおよそ 7.6X 1011 cells/mJで、窒素および硫般化合物の変投
ろ4
に関与する微生物が多数存在するのに対し、炭水化物分解l冶は少故であった。また、 16S
r}{NA遺伝子をくさや汁より直接明幅し、その配列から分チ分類による俊市菌群の推定を
行ったところ、これまでに食品から分離されたことのない微斗物であることが示唆された。
(2)くさや汁より分離された微好気性らせん尚の市長条件を検討した結果、らせん的は低
融点アガロース濃度 0.4から1.8%でJ曽摘し、予適i農民は 0.6%であった。分チ註の異なる
普通法天培地においては 0.05から 0.3%でJ許可iが飢娯されたが、的地nJ能域での両市l也の
物性は同じであり、らせん闘の増舶は用地物性に;必??を受けることが明らかとなった。
(:~)くさや汁より分離された微好気性らぜん的併と OCC8JJospirillu11J 属細|過を分チ生物学
的下法により再分類した結果、 16SrRNA および ON八戸yrll S<' β サプユニット遺伝 J土邸~
配列による系統樹において、狭義の OceanospirilJlIm k誌は0.linum、0.maris、0.
beijerinchii、および0.multiglobuliferu11Jで.fil，成され、その他の砲はそれぞれグラム陰
性曲群rl'で分散した。くさや汁由来の2科類のらせん(f:ll，fは既知の紺l前と該当せず、新符
であることがniE明され、 O.minutulumと分類?的に近緑であることから、これら 3稀を
新属 Marinospirillum属細菌に分額することができた。また、これら新幹}こ対し、 M
megnterillm、M inslllaris、M minutulumヒ命れした。
JI~品魚醤i[tJから分離された新規好I括性乳般的 T. mllrj・aticusおよひ新品くさや汁から分
離された M megateriumとM insularisは現A.のところ本側究で用いた食品からのみ分
離され、これらの菌群の自然環境中での分布に興味が持たれるが、 J'vf.megate刀umは通常
の用益法では分離不可能なうえ生行環境により形態が変化し、 T.mm泊tiCtlsと M
insularisは既知の樟と表現形質のみにより阿見IJすることは困難である。そのため、これら
の栂の天然J京境や食品中での動態の抱押には ]GS rDN八出品配列等を則いた分子分類が有
効であると考えられ、また、くさや汁の細l諸相は従米のI育英法では分離出来ない障で梢'成
されていることが本研究ではじめて明かされ、これらの菌群の汁中での機能や消長を把促
するために培養法と分子生物学的手法の併用は特に有効であることが示唆された。
水産発酔食品は我が国の伝統食品であり先人たちの知忠が凝集された成果であるが、複
雑な発肝機構ゆえ微生物の役割および関述微生物の特定に閲する研究はまだ不十分である。
今後、従米の食品微生物学的手法とともに、分子生物?的手法をはじめとする先端の伎術
を用いて次席究醇食品の様な巧みな食品保蔵.h日正妓術の解1!fJが行われることを期待する。
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Summary 
Study on New Bacteria Isolated from 
Fermented Seafoods 
Masataka 8atomi 
Fel'mented seafoods contain a 10t of halophilic microorganisms which 
play a 1'01e in making a particular .oavors and tastes 01' prevention of gl'owth 
of food poisoning microol'ganisms. But it is not cleal' enough what k.inds of 
organisms do live 01' what位・etheir functions in fel'mented seafoods in spite 
of several fermented seafoods having been investigated microbiologically. 
GeneI叫ly，halophilic microol'ganisms a1'e difficult to be cultivated 01' 
maintained undel' the arti五cialconditions， and it is impossible to decide 
their precise taxonomic placement based on phenotypic characteristics a1one. 
Taxonomy of sevel'al groups ofha1ophiles al.'e confusing. 
1n ordel' to l'esolve the taxonomic confuse of these unidentiG.ed 
microorganisms isolated from fermented seafoods， a genetic study was 
pelformed on analysis of 168 rRNA gene and/or DNA gyrase B subunit gene 
and DNA -DNA l'eassociation about two typica1 haJophilic bacteria， which 
紅 eha10philic histamine producing lactic acid bacteri.a isolated白・omsa1ted 
squid liver sauce and ha10philic helica1 bacteria iso1ated fI'om kusaya gr'avy. 
IIel'e， the results of taxonomic study of new ha10philic bacteria and 
ana1ysis of chemical composition and bacteria1 flora of fe1'mented squid liver 
sauce and kusaya gravy紅 edescribed. The resu1ts obtained in this study are 
described below: 
Fermen ted squid liver sauce 
(1) The chemica1 composition and bacterial .oo1'a of the fermented squid 
liver sauce was analyzed. Glutamic acid， alanine and lysine were contained 
in the sample as major amino acids and large amounts of lactic acid and 
polyamines were detected. A sodium chloride concentraiion was more than 
20% and pH va1ue was 5.1. Viable counts was 105 CFU/ml， and major 
bactel'Ial species was Tetragenococcus haJophilus. The sample had 
antimicrobial activity against Bacillus subtilis and Staphylococcus aureus， 
but not Tetragenococcus halophilus. The antimicl'obiaJ compound was heat 
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stable. Moleculal' mass of this compound was about 5.000 measUl'ed by gel 
臼trationana1ysis. 
(2) Histidine decarboxylase (HDC) gene ofhistamine produ口nglactic acid 
bacteria was ana1yzed. All of the histamine pl'oducing bacteria isolated from 
fermented squid sauce had PYl'uvoyl dependent HDC gene detected by PCR 
method. 8equence ana1ysis of amplified HDC gene indicated that the 
activation and substl'ate binding sites were conserved. HDC gene was 
present in genome as a single copy confirmed by genomic southel'n 
hybridization ana1ysis. 
(3) Taxonomic study of Hm producing lactic acid bacteria was pel{ol'med 
based on 168 rRNA gene ana1ysis. All of the Hm p1'oducing lactic acid 
bacteria were ha10philic and tetrad cocci. Moreover， DNA fragment patterns 
of them by PCR RFLP ana1ysis were same， but not coincident with those of 
T halophiJus. Phylogenetic ana1ysis based on 168 rRNA gene revea1ed that 
Hm producing bacteria make a cluster with， but were separate from， 
authentic T halophJ1us. The resu)ts of DNA-DNA hybriclization 
expcriments indicated that the Hm producing bacteria represent a new 
Tetragenococcus species. The new species Tetz'agenococcus mu刀:aticuswas 
proposed. 
Kusaya gravy 
(1) Chemica1 composition and bacteli.a1 flora of kusaya gravy were 
ana1yzed. Large amount of organic acids including acetic acid as major 
component and VBN were detected. On the other hands small amounts of 
amino acids and polyamines were detected. Dissolved oxygen was not 
detected and pH va1ue was 7.1. Tota1 cel counts measured by DAPI stain 
method was 7.6 X 1011 cels/ml. There were a lot of bacteli.a which were 
related to the conversion of nitrogen and sulfate compounds， but on1y a few 
counts of starch hydl'olyzing and lactic acid producing bacteria were 
obtained. 
1n order to analyze the microbial 1l0ra including uncultuI・able
organisms， 168 rRNA genes were amphfied from kusaya gravy direct1y by 
PCR method. The results of genetic identi白cationof kusaya gr'avy indicated 
that deduced Pl'edominant bacteria were Bacteroides-Cytophaga group 
01・gamsIDs組 dwallless spirochaeta， which had not been isolated from salty 
or fermented seafood as dominant organisms. Therefore， itwas suggested 
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that there were diverse organisms which are unknown and unculturable in 
kusaya gravy. 
(2) Effects of agarose concentration fo1' growth of microaerophilic helical 
bactel'ia isolated n:om kusaya gl'avy were examined. The helical bactel'Ia 
were able to gl'ow in low concentration of agal'ose media， which contained 
0.4 to 1.8% low melting agarose 01' 0.05 to 0.3% agarose powder. Both the 
media had same rheological cbaracteristics between the above agal'ose 
concentration ranges. Increasing agal'ose concentl'atIon induced the 
mOl-phological change 仙台agellaformation of the bacterium， single polal' to 
bipolar. These results indicate that one of the facto1's influencing 
mo叩hological cbaracte1'istics of microaerophilic helical bactel'Ia is 
rheological cbaracte1' of media. 
(3) The two new helical bacteria wbich were microae1'ophilic and 
aerophilic l'espectively isolated 白・om kusaya gl'avy and genus 
Oceanospirillum were reclassi且edbased on 16S rRNA gene and DNA gyl'ase 
B subunit gene. The new isolates wel'e clustered with 0. minutulum on the 
phylogenetic tree of 16S l'RNA gene and DNAむTl'aseB subunit gene. 
OceanospinJlum species wel'e pl'esent l'andomly onγ-proteobactel'ia， so 0. 
kI1勾'Ù~ 0. jannasch丘;組d0. japonicum were not able to clustel'ed with the 
other bactel'Ia. 0. linum， 0. maas include thl'ee subspecies， 0. beij・erinckii
includes two subspecies， and 0. multiglobuliferum were consist with ODe 
cluster， which was enough close to make one genus as OceanospinJlum 
sensu stl'Icto. These l'esults were confirmed by DNA-DNA hybl'Idization 
experiments. Therefore， the new genus was pl'oposed for two new helical 
bacteria and 0. minutulum as Mari力OSpl.刀Jlumgen. nov.， with description of 
the new species M megaterium sp. nov.， for microaeropbile， M. insulal'Is 
sp. nov.， fo1' aerophile， and transfer of 0. minutulum to M minutulum comb. 
nov. 
From the results described above， itwas concluded that genetic 
approach analyzing phylogenetic relationships was robust enougb to 
identify the taxonomic placement of the halophilic bacteria isolated from 
fermented seafoods. 
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